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Onesnaženost okolja se v zadnjih nekaj desetletjih povečuje zaradi prekomernega in 
pogosto namernega sproščanja nevarnih in škodljivih snovi. Številne raziskave so zato 
namenjene razvoju novih, okolju prijaznih procesov, ki bi zmanjšali ali celo odpravili 
onesnaženje. Za eno od učinkovitih in zanesljivih metod sanacije onesnaženih območij 
se je izkazala bioremediacija. Med te sodi tudi mikoremediacija, ki s pomočjo gliv in 
njihovih encimov učinkovito razgradi organska onesnaženja. 
Namen magistrske naloge je bil preiskati možnosti uporabe ligninolitičnih encimov lakaz 
glive Dichomitus squalens za odstranjevanje onesnaženja. Najprej za razbarvanje azo 
barvila Chicago sky blue, nato pa za razgradnjo organskih onesnaževal iz farmacevtske 
odpadne vode in odpadne vode kovinske industrije. Encimi so se pri razbarvanju azo 
barvila izkazali za učinkovite, saj so v 140 minutah uspeli razbarvati 90 % barvila. Pri 
farmacevtski odpadni vodi encimi niso uspeli razgraditi organskega onesnaženja, saj sta 
kemijska potreba po kisiku in koncentracija raztopljenega organskega ogljika ostala ves 
čas nespremenjena. Vpliv odpadne vode na aktivnost lakaz je velik, saj aktivnost že v 
prvih dveh dneh pade za 50 %. Tako smo zaključili, da lakaze glive Dichomitus squalens 
ne predstavljajo možnosti za razgradnjo organskega onesnaženja, prisotnega v 
farmacevtski odpadni vodi. Pri odpadni vodi iz kovinske industrije so lakaze le delno 
razgradile organsko onesnaženje. V osmih dneh se je kemijska potreba po kisiku 
zmanjšala za 26 %, koncentracija raztopljenega organskega ogljika pa za 31 %. 
V zadnjem delu je bila opravljena analiza razbarvanja farmacevtske odpadne vode in 
odpadne vode iz kovinske industrije. Pri farmacevtski odpadni vodi analiza ni pokazala 
nobenih sprememb. Pri odpadni vodi iz kovinske industrije pa je sprememba opazna pri 
vseh treh valovnih dolžinah. V osemdnevnem poskusu voda ne doseže mejnih vrednosti 
za izpust, vendar bi to morda lahko dosegli s podaljšanjem poskusa. Tako smo zaključili, 
da imajo lakaze glive Dichomitus squalens potencial za čiščenje odpadnih vod iz 
kovinske industrije. 
Ključne besede: bioremediacija, glive bele trohnobe, ligninolitični encimi
The use of ligninolytic enzymes for degradation of organic pollution in wastewaters 
Abstract:  
Environmental pollution has increased in the past few decades due to the indiscriminate 
and frequently deliberate release of hazardous and harmful substances. Therefore 
numerous studies have been focused on the development of new, environmentally 
friendly processes that could reduce and even eliminate pollution. The remediation of 
contaminated sites using bioremediation seems to be one of the most effective and reliable 
methods. Among them, fungi and their enzymes have a great potential to effectively 
convert and degrade organic pollution. 
The aim of the master's thesis was to evaluate the Dichomitus squalens ligninolytic 
enzyme laccase's potential for the degradation of pollutants. First the decolourisation of 
azo dye Chicago sky blue was investigated and then the decomposition of organic 
pollutants from pharmaceutical wastewater and metal industry wastewater was assessed. 
Enzymes showed to be effective towards azo dye, as they managed to decolourise 90% 
in 140 minutes. In pharmaceutical wastewater, enzymes were unable to degrade organic 
pollution, since Chemical oxygen demand and Dissolved organic carbon remained 
constant throughout the experiment. The impact on laccase activity is large, as the activity 
drops by 50% in first 2 days. It can be concluded that laccase of fungi D. squalens does 
not have the potential to degrade the organic pollution present in pharmaceutical 
wastewater. In metal industry wastewater, enzymes only partially degraded organic 
pollution. Within 8 days of experiment COD dropped by 26% and DOC by 31%. 
During the last stage, the decolourisation of pharmaceutical wastewater and metal 
industry wastewater was evaluated. In pharmaceutical wastewater, the analysis showed 
no changes. In metal industry wastewater the change was noticeable at all 3 wavelengths. 
In 8-day experiment the water still does not reach the discharge limits; however, this could 
be achieved by prolonging the experiment. It can be concluded that laccase of fungi 
Dichomitus squalens have the potential to treat metal industry wastewater. 
Keywords: bioremediation, ligninolytic enzyme, white rot fungi
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
Kratice  Pomen 
 
ABTS   2,2'-azinobis(3-etilbenz-tiazolin-6-sulfonat) 
CSB   barvilo chicago sky blue 6B  
CuP   barvilo bakrov ftalocianin 
EA   encimska aktivnost 
EF   encimski filtrat 
EPR   elektronska paramagnetna resonanca  
EU   Evropska unija 
FOV   farmacevtska odpadna voda 
ISO   mednarodna organizacija za standardizacijo 
Lac   encim lakaza 
LiP   encim lignin peroksidaza 
Mn(II), Mn(III) mangan 2+, 3+ ion 
MnP   encim mangan peroksidaza  
N-N   azo barvilo 
OH-   hidroksidni ion 
PAH   policiklični aromatski ogljikovodiki 
PAQ   antrakinonska barvila 
PC   ftalocianinska barvila 
PCB   poliklorirani bifenili 
POPs   obstojna organska onesnaževala  
RBBR   barvilo ramazol briljantno modra R 
RO16   barvilo reaktivno oranžna 16 
SIS   slovenski inštitut za standardizacijo 
TPM   trifenilmetanska barvila 
UV   ultravijolična svetloba 
Vol % oz. (v/v) volumenski odstotek 
VP   encim verzatilne peroksidaza 
  
  
Simboli  Pomen 
 
A   absorbanca [/] 
α(λ)   spektralni absorpcijski koeficient [/] 
d    dolžina merilne celice [mm] 
DOC   raztopljeni organski ogljik [mg L-1] 
𝜀 λ   ekstinkcijski koeficient [M-1 cm-1] 
𝒇   faktor za absorpcijski koeficient [/] 
IC   anorganski raztopljeni ogljik [mg L-1] 
kDa   kilodaltoni – molekulska masa makromolekul [/] 
KPK   kemijska potreba po kisiku [mg L-1] 
M   molska masa [g mol-1] 
rpm   obrati na minuto [min-1] 
T   temperatura [℃] 
TC   celotni raztopljeni ogljik [mg L-1] 
TOC   totalni organski ogljik [mg L-1] 
U   encimska enota [/] 
λ   valovna dolžina [nm] 
 




1 PREGLED LITERATURE 
1.1 UVOD 
 
Z napredkom na področju industrializacije in s sodobnim načinom življenja se v 
vsakdanjem življenju proizvaja vse več odpadkov oz. odpadnih voda. Slednje vsebujejo 
številne snovi, ki jih je treba pred izpustom razgraditi, saj so lahko nevarne za okolje. 
Številne študije so poskušale najti rešitev z uporabo fizikalno-kemijskih metod, ki so v 
večini primerov učinkovite, vendar drage in zato težje izvedljive pri večjih količinah 
odpadnih voda.  
V iskanju cenovno ugodne in učinkovite tehnologije je v zadnjih letih veliko raziskav 
usmerjenih v bioremediacijo. Ta predstavlja eno od obetavnih rešitev, ki z uporabo rastlin 
mikroorganizmov, gliv ali njihovih encimov razgradijo organsko onesnaženje v manj 
škodljive produkte ali pa jih celo popolnoma mineralizirajo.1 Iz pregleda literature o 
mikoremediaciji je razvidno, da se največkrat uporabljajo glive bele trohnobe iz debla 
Bazidomicet. Te so ene od glavnih organizmov, ki neposredno sodelujejo pri razgradnji 
lignina v naravnih lignoceluloznih substratih. To jim omogoča nespecifičen sistem 
ligninolitičnih encimov, ki jih gliva iz citoplazme preko celične stene izloča v okolje. 
Nespecifičnost teh encimov omogoča, da poleg lignina razgradijo tudi številna nevarna 
onesnaževala, kot so policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH), pesticidi, goriva, alkani, 
poliklorirani bifenili (PCB), eksploziva in sintetična barvila.2 
Med eksperimentalnim delom magistrske naloge smo se najprej osredotočili na raziskavo 
ligninolitičnih encimov glive D. squalens, njihovemu pridobivanju in izolaciji, nato pa 
smo nadaljevali s poskusi mikoremediacije.  
Prvi del magistrske naloge je namenjen mikoremediaciji azo barvila z encimskim 
filtratom, saj je obarvanost odpadnih voda v današnjem času eden od številnih kriterijev 
onesnaženosti vode. Razbarvanje odpadnih voda je zaradi zapletene molekulske strukture 
barvil ter spremenljivih pogojev težka in zahtevna naloga. V različnih študijah so poročali 
o uspešnem razbarvanju odpadnih voda, a kljub temu niso prišli do vsesplošnega pristopa 
razbarvanja, ki bi bil učinkovit v različnih primerih odpadnih voda.3, 4 V magistrski nalogi 
smo poskušali razgraditi azo barvilo na biološki način in obenem pokazati, da so lahko 
ligninolitični encimi učinkovit način odstranjevanja barvil iz odpadnih voda. 
 




V nadaljevanju smo se osredotočili na razgradnjo organskih snovi v odpadni vodi iz 
farmacevtske industrije (FOV). Farmacevtski izdelki se zaradi neučinkovitega 
odstranjevanja s konvencionalnimi postopki čiščenja odpadnih voda pogosto znajdejo v 
vodnem okolju. Večina izdelkov je biološko aktivnih tudi pri nizkih koncentracijah, kar 
lahko škodljivo vpliva na vodno okolje ter zdravje ljudi. Zato je gliva D. squalens, ki se 
šteje za organizem z visokim ligninolitičnim potencialom, postala predmet številnih 
raziskav glede čiščenja FOV. V magistrski nalogi smo eksperimentalno preverili različne 
vidike, med drugim kako onesnaženost vpliva na aktivnost encimov, kako padec 
koncentracije organskih snovi vpliva na obarvanost vode in najpomembneje, ali je gliva 
s svojimi encimi sposobna zmanjšati koncentracijo organskih snovi. 
V zadnjem delu magistrske naloge smo preučevali razgradnjo organskih snovi v odpadni 
vodi iz industrije kovin (KOV). Z biotehnološkega vidika pojav kovin predstavlja resen 
problem pri mikoremediaciji obstojnih organskih spojin, saj lahko kovine, prisotne v 
odpadnih vodah, neposredno vplivajo na delovanje ligninolitičnih encimov in s tem na 
učinkovitost čiščenja. Za lažjo primerjavo učinkovitosti smo preverili enake vidike kot 
pri FOV.  
 






Glive so pogosto spregledana skupina organizmov, ki močno vplivajo na procese v naravi 
in zdravje ljudi. Znanstveniki ocenjujejo, da naj bi na svetu obstajalo 1,5 milijona vrst 
gliv, ki so prisotne povsod okoli nas v zraku (spore), vodi, tleh, kot tudi znotraj biomase 
drugih živih organizmov.5 
Glive se grško imenujejo mikota, latinsko pa fungi.6 Njihovo kraljestvo sestavljata dve 
diviziji, in sicer prave glive (Eumycota) in glive sluzavke (Myxomycota).7 So 
evkariontski, heterotrofni organizmi, ki živijo saprofitsko, parazitsko in simbiotsko. Ne 
morejo neposredno vezati energije in hranil, zato za svojo rast uporabljajo energijo, 
shranjeno v rastlinski in živalski biomasi. So osmotrofne in hkrati lizotrofne, saj so 
specializirane za pridobivanje hranil iz svoje okolice z uporabo ekstracelularnih encimov. 
Ekstracelularni encimi razgradijo substrat na enostavnejše produkte, ki jih gliva lahko 
absorbira skozi celično steno. Zaradi medsebojne interakcije z biotskim in abiotskim 
okoljem ima kraljestvo gliv eno od ključnih vlog pri urejanju ekosistemskih procesov in 
kroženju snovi v okolju.6, 8, 9  
Glive so lahko enocelični ali večcelični (nitasti) organizmi. Chytridiomycota in 
Microsporidia sta najstarejša enocelična organizma med glivami. Z evolucijo so se 
razvile nitaste oz. filamentozne oblike. Bistvena značilnost, ki je prispevala k uspešnemu 
razvoju gliv, je njihov preplet hif, imenovan micelij. Hife so cilindrične oblike celic, ki 
se podaljšujejo na enem koncu glede na lokacije hranil, ki jih zaznajo receptorji, t.i. 
apikalna rast. Hife so lahko septirane ali neseptirane (Slika 1). Neseptirane hife imajo 
jedra razporejena po vsej dolžini in nimajo prečnih sten, medtem ko septirane hife 
sestavljajo posamezne celice, ki jih med seboj ločijo septe. To so perforirane celične 
membrane, skozi katere se  ohranja stik s sosednjimi celicami in njihovo citoplazmo.5, 7, 
10 
 





Slika 1: Septirana hifa.5 
1.2.1 Taksonomija 
Glive je zelo težko taksonomsko razvrstiti, ker imajo širok razpon lastnosti in so tesno 
povezane z drugimi organizmi. Glavna debla so bila razvrščena na osnovi medsebojne 
podobnosti in sorodnosti. Zaradi nedavnih raziskav, ki temeljijo na primerjavah DNK, se 
taksonomija gliv neprestano razvija. Trenutno jo delimo na 7 glavnih debel (Slika 2):7, 10, 
11, 12 
1. Microsporidia: znotrajcelični paraziti živali 
2. Blastocladiomycota: zajedalci alg, kopenskih rastlin, nevretenčarjev in gliv. 
3. Neocallimastigomycota: sodelujejo pri razgradnji celuloze v rastlinojedih živalih. 
4. Chytridiomycota: razvite prave glive, ki oblikujejo zoospore z enim bičkom. 
5. Glomeromycota: simbionti z rastlinami. 
6. Basidiomycota ali prostotrosnice: delijo se v štiri skupine, od katerih dve obsegata 
makroglive (gobe) in dve mikroglive (rje, sneti, glive trohnobe). 
7. Ascomycota ali zaprtotrosnice: gomoljike, enocelične kvasovke in nitaste glive. 
 
Slika 2: Sedem glavnih debel gliv.5 
 




Taksonomska uvrstitev glive Dichomitus squalens:13 
Kraljestvo prave glive (Eumycota) 






Vrsta Dichomitus squalens 
(P.Karst.) D.A.Reid (1965) 
 
Deblo prostotrosnic (Basidiomycota) predstavlja drugo največje deblo med glivami s 
približno 100.000 opisanimi vrstami.1 Skupaj z zaprtotrosnicami (Ascomycota) spada v 
podkraljestvo pravih gliv (Dikarya), ki vključujejo številne znane gobe, kot so šitake, 
ostrigarji ter zelene mušnice. Večino prostotrosnic najdemo v kopenskih ekosistemih, 
nekaj tudi v sladkovodnih in morskih habitatih. Glive prostotrosnice so lahko simbionti, 
saprofiti in paraziti. Imajo pomembno vlogo pri razgradnji organskih snovi, vendar so 
hkrati lahko tudi paraziti na lesu (glive trohnobe) in povzročitelji rastlinskih bolezni (rje, 
sneti).12, 14 
1.2.2 Morfologija 
Razmnoževanje gliv je odvisno od okolja, zato se glive razmnožujejo zelo raznovrstno in 
zapleteno. Ko so glive pripravljene na razmnoževanje, oblikujejo trosnjak. Ta pa lahko 
nastane kot rezultat spolnega ali nespolnega procesa razmnoževanja. Pri prostotrosnicah 
je značilno spolno razmnoževanje (Slika 3). Poteka na bazidiju, kjer se jedri dveh 
različnih spolov združita z zlitjem oziroma kariogamijo. To skupno jedro (diploidno 
jedro → 2n) se nato z mejozo takoj po mešanju genetskega materiala dvakrat zaporedoma 
deli v jedra različnih spolov. Nastanejo štiri enojedrne bazidiospore. Dozoreli trosi 
(bazidiospore) nato odpadejo na tla, kjer jih raznese veter. Če pristanejo na ustrezni 
podlagi, kalijo in zrastejo v podzemni, razvejen sistem hif, imenovan micelij. Primarni 
homokarionstski micelij se razrašča po habitatu, dokler ne trči ob primarni 
homokariontski micelij nasprotnega tipa. V procesu plazmogamije se oba primarna 
enojedrna micelija združita v sekundarni micelij in nastane dikarion (dvojedrna celica). 
V nadaljevanju se iz njih oblikuje razvejan sistem, ki pri določenih glivah omogoča 
nastanek velikih plodišč. Tovrstni sekundarni micelij namreč raste naprej v obliki 
zaponičnega micelija, iz katerega se z mitozo razvije razvejani septirani micelij z 
doliporami, zatem pa tudi primordij (majhen vlaknat izrastek). Biomasa primordija se v 
 




ugodnih razmerah eksponentno poveča v le nekaj dneh in nastane prava goba. Zrela goba 
nato v trosnjaku začne proizvajati spore, ki jih izvrže v okolico. V enem dnevu lahko zrela 
goba izvrže milijone spor in s tem ohranja nadaljevanje življenjskega cikla.10, 12, 15, 16 
 
Slika 3: Razvojni krog prostotrosnic.17 
1.2.3 Glive trohnobe 
V red Polyporales uvrščamo približno 1.800 različnih vrst gliv.18 Večina jih je gniloživk 
(saprofiti), ki se prehranjujejo z odmrlim organskim materialom. Nekaj od njih je zato 
ključnega pomena za naš ekosistem, saj so sposobne razgraditi les. Sem uvrščamo glive, 
ki v lesu povzročijo številne fizikalne in kemijske spremembe, zaradi česar les razpada 
oziroma trohni. Od tod tudi njihovo ime glive trohnobe. Sprememba barve lesa je eden 
od ključnih znakov, da je les okužen z glivo, zato jih ločimo na:9, 12  
­ Glive bele trohnobe, ki zaradi oksidativnega razkroja lignina povzročijo, da je 
razgrajeni les svetlejši (Slika 4 a); 
­ Glive rjave trohnobe, ki razgradijo hemicelulozo in celulozo, zaradi česar 









Slika 4: Primer (a) bela trohnoba ter (b) rjava trohnoba.15 
Glive bele trohnobe so sposobne razgraditi vse glavne komponente lesa, razlikujejo se le 
po zaporedju razgradnje. Glive se tako delijo na neselektivne oz. simultane, ki 
razgrajujejo lignin in polisaharide hkrati, ter selektivne, ki najprej razgradijo lignin in 
nato polisaharide.15, 19, 20 
Glive bele trohnobe imajo zelo pomembno vlogo tudi v naravnem ciklu ogljika, saj so 
ene redkih organizmov, ki so sposobne učinkovito mineralizirati lignin. To jim omogoča 
nespecifičen sistem ligninolitičnih encimov, ki jih gliva izloča iz citoplazme prek celične 
stene v okolje. Encimi razgradijo substrat na enostavnejše produkte, ki jih lahko gliva 
absorbira skozi celično steno in uporabi za svojo rast.1 
Glavni ligninolitični encimi, so: 
­ Baker vsebujoče fenol oksidaze oziroma lakaze (Lac; E.C. 1.10.3.2),21 
­ Razred II peroksidaze, ki jih uvrščamo v družino peroksidaz, ki vsebujejo hem:  
­ mangan odvisne peroksidaze (MnP; E.C. 1.11.1.13),  
­ lignin peroksidaze (LiP; E.C. 1.11.1.14) in  
­ verzatilne peroksidaze (VP; EC1.11.1.16).22 
Glive bele trohnobe lahko izločajo tudi druge encime, ki sami ne morejo razgraditi 
lignina. Klub temu so zelo pomembni, saj skupaj z zgoraj navedenimi encimi 
dopolnjujejo razgradnjo. Na primer superoksid dismutaze (E.C. 1.15.1.1) in glioksal 
oksidaze (E.C. 1.2.3.5) proizvajajo vodikov peroksid, ki ga LiP in MnP potrebujeta za 
razgradnjo lignina. Aril oz. veratril alkohol oksidaze (E.C. 1.1.3.7), glukoza oksidaze 
(E.C. 1.1.3.4), celobioza-kinon oksidoreduktaze (E.C. 1.1.5.1) in celobioza 
dehidrogenaze (E.C. 1.1.99.18) služijo za povezavo poti mineralizacije lignoceluloze.12  
 





Ligninolitični encimi se začnejo najpogosteje proizvajati med sekundarnim 
metabolizmom zaradi pomanjkanja nutrientov, zlasti dušika. Vendar obstajajo tudi 
izjeme, kot je na primer D. squalens, ki lahko proizvaja ligninolitične encime tudi pri 
zadostnih količinah dušika oz. hranil.23, 24 
1.3 GLIVA DICHOMITUS SQUALENS IN NJEN SISTEM 
LIGNINOLITIČNIH ENCIMOV 
 
Gliva D. squalens je uvrščena v deblo bazidomicet, natančneje med glive, ki povzročijo 
belo trohnobo. Pri razgradnji lesa gliva D. squalens izloči MnP in Lac, ni pa mogoče 
zaznati prisotnosti LiP.25 
D. squalens je obetavna vrsta za raziskovanje, saj je zelo prilagodljiva glede na uporabo 
številnih vrst biomase, ki služijo kot vir ogljika.26, 27 Na lignin deluje zelo hitro, saj se 
mehanizem inducira že v prvih dneh gojenja, poleg tega pa se ligninolitični encimi 
proizvajajo med primarnim metabolizmom in ne sekundarnim, kot je to značilno za 
večino bazidomicet.28 V procesih bioremediacije zagotavlja številne prednosti, saj encimi 
razgrajujejo lignin selektivno. To predstavlja velik potencial v papirni industriji, kjer se 
vedno bolj zavzemajo za biološke, okolju prijazne načine recikliranja papirja. Gliva prav 
tako predstavlja možnost uporabe za čiščenje tekstilnih odpadnih vod, saj encimi 
učinkovito razgradijo številna sintetična barvila.3 Eichlerova in sod. so v svojem delu 
pokazali, da lahko gliva delno razbarva kar 8 različnih sintetičnih barvil.29 
1.3.1 Lakaze  
Lac oz. benzendiol:kisik-oksidoreduktaze so ekstracelularni glikoproteini z molekulsko 
maso med 60 in 80 kDa. Uvrščamo jih v skupino polifenolnih encimov, ki v svojem 
katalitičnem centru vsebujejo atome bakra, zaradi česar jih imenujemo tudi multibakrove 
oksidaze. V zadnjem času se je zanimanje za Lac močno povečalo, saj so zelo učinkovite 
pri bioremediacijkih postopkih, kot so razgradnja lesa, plastike, barv, goriv in številnih 
drugih snovi.30  
Njihovo vlogo pri razgradnji substratov so preučevali v številnih biotehnoloških 
aplikacijah, saj za katalizacijo potrebujejo samo molekularni kisik. Primerni so za 
oksidacijo številnih substratov npr. orto- in para-benzendiolov, aminofenolov, mono- in 
polifenolov, aromatskih aminov in ob prisotnosti kelatorjev tudi nekaterih anorganskih 
 




ionov (na primer Mn2+ do Mn3+). Lac se zato uporabljajo v številnih industrijskih obratih, 
kot so tekstilna, prehrambna, lesno-predelovalna, farmacevtska in kemična industrija.21, 
30, 31, 32, 33 
Fizikalno-kemijske študije monomernih molekul Lac so pokazale, da vsebujejo ogljikove 
hidrate, ki proteinu zagotavljajo konformacijsko stabilnost in obenem Lac ščitijo pred 
hidrolizo in deaktivacijo s prostimi radikali.32 Vsebuje tudi štiri bakrove atome, ki jih 
lahko z uporabo UV/vidne in elektronske paramagnetne resonance (EPR) razvrstimo v tri 
skupine. Baker tipa I (T1) je odgovoren za intenzivno modro barvo encima pri valovni 
dolžini 600 nm. Baker tipa II (T2) in baker tipa III (T3) skupaj tvorita tri-atomski grozd, 
saj je baker tipa III sestavljen iz para bakrovih atomov. Tri-atomski grozd je pomemben 
člen Lac, saj je vključen v katalitski mehanizem encima.34 
 
Slika 5: Katalitski cikel lakaz.30 
Lac katalizirajo eno elektronsko oksidacijo, pri čemer se bakrovi atomi reducirajo in 
nastanejo kationski radikali (Slika 5).21, 31 Pri oksidaciji substrata se reducira Cu2+ na 
mestu T1, odvzeti elektron pa se prenese na mesto T2/T3. Tam pride do redukcije 
molekularnega kisika, saj tri-atomski grozd služi kot vezavno mesto za kisik.30, 35 Pri 
reakciji nastali kationski prosti radikal nato, odvisno od razmer v okolju, spontano 
 




polimerizira ali še naprej cepi vezi v organskem substratu.36 Encim se v prvotno stanje 
povrne z redukcijo molekularnega kisika do vode.35 Pri reakciji nastaneta iz ene molekule 
kisika dve molekuli vode.37 
Tipični substrati Lac so fenoli, saj so njihovi redoks potenciali dovolj nizki (od 0,5 V do 
1 V), da Cu2+ dopuščajo odvzem elektrona. Oksidacija substratov je odvisna od razlike 
njihovega redoks potenciala in redoks potenciala Cu2+. Z naraščanjem pH se standardni 
redukcijski potencial fenolov niža, vendar je aktivnost Lac pri visokih vrednostih pH tudi 
nižja. V tem primeru se na ione bakra v triatomskem grozdu veže hidroksidni anion 
(OH- ), ki prepreči prenos elektrona z mesta T1 na T2/T3.35 
Pogosto pa substrata ni mogoče oksidirati z Lac, ker je prevelik oz. je njegov redoks 
potencial previsok. V tem primeru se lahko uporabijo oksidativni sekundarni substrati, 
t.i. mediatorji, ki delujejo kot prenašalci naboja (Slika 6). Tako so Lac sposobne oksidirati 
tudi nefenolne spojine (nefenolne aromatske substrate). Med mediatorji je najbolj znan 
2,2'-azinobis (3-etilbenz-tiazolin-6-sulfonat) (ABTS).34 
 
Slika 6: Shematski prikaz oksidacije substrata, kataliziranega z lakazami v 
odsotnosti (a) in v prisotnosti (b) mediatorja.37 
  
 




1.3.2 Mangan odvisne peroksidaze  
Mangan odvisne peroksidaze so glikolizirani ekstracelularni proteini z molekulsko maso 
med 30 in 60 kDa.38 Odkrili so jih pri glivi Phanerochatete chrysosporium, vendar niso 
specifične zgolj zanje.39 Preferenčni substrat MnP je Mn(II), ki ga encimi neposredno 
oksidirajo v Mn(III).  
Katalitični cikel MnP lahko opišemo v dveh korakih (Slika 7). Sprva pride do dvo-
elektronske oksidacije, ki jo povzroči vodikov peroksid. Pri tem nastane kationski radikal 
oziroma komponenta I. Pri oksidaciji se odcepi ena molekula vode (ali organskega 
alkohola). Komponenta I nato oksidira Mn(II) v Mn(III) in se reducira v komponento II. 
Mn(II) deluje kot eno-elektronski donor. Komponenta II nato oksidira nov Mn(II), sama 
pa se reducira nazaj v nativno obliko, pri čemer se sprosti še ena molekula H2O. Nastali 
Mn(III) je močen oksidant. V kelatnem kompleksu s preprostimi karboksilnimi kislinami 
deluje kot nizko molekularni mediator, ki nespecifično napade organske molekule. 
Fenolne in amino-aromatske komponente oksidira v fenoksilne in amino radikale.12 
 
Slika 7: Katalitični cikel MnP.34 
  
 






V večini ekosistemov po vsem svetu je vedno bolj viden vpliv ljudi na okolje. Številne 
človeške dejavnosti so zaradi nepoznavanja vpliva na okolje povzročile povečano število 
onesnaženih območij. Z uporabo umetnih gnojil, pesticidov in herbicidov v kmetijstvu se 
je izboljšala kakovost pridelka in povečala produktivnost, vendar se je obenem znatno 
povečala količina dušika in fosforja v okolju. Podobno je tudi z industrijskimi odpadnimi 
vodami, ki povzročajo onesnaženje vod in tal. Industrijske in ostale dejavnosti so tako 
povzročile onesnaženje okolja, kar je sočasno vodilo v izgubo biotske raznovrstnosti. Ta 
pa igra pomembno vlogo pri razvoju zdravega in produktivnega ekosistema.40 
Ena od rešitev za izboljšanje nastalega problema je dekontaminacija onesnaženih 
območij. To je mogoče doseči z bioremediacijo, ki velja za eno od stroškovno ugodnih, 
družbeno sprejemljivih in okolju prijaznih tehnologij čiščenja okolja. Bioremediacija je 
sedaj že dobro znana in obetavna alternativa tradicionalnim fizikalno-kemijskim 
tehnikam sanacije onesnaženega okolja, saj lahko selektivno razgradi onesnaževala, ne 
da bi negativno vplivala na območje ali njegovo avtohtono floro in favno. Prednost 
bioremediacije je, da je cenovno ugodna, vendar pa je časovno bolj zamudna kot druge 
metode. Metode niso tehnično zapletene, kljub temu pa so za načrtovanje, optimizacijo 
in izvajanje potrebne številne izkušnje in strokovno znanje. Potekajo lahko in situ (na 
mestu onesnaženja) ali pa ex situ (onesnaženje odstranjeno iz mesta onesnaženja) odvisno 
od lokacije, vrste, globine in stopnje onesnaženja.41, 42 
Cilj vsake bioremediacije je povrnitev okolja v prvotno stanje oz. se temu čim bolj 
približati. Pri tem je ključna izbira primernih organizmov. Trenutno se za uporabo v 
procesih bioremediacije preučujejo številni mikroorganizmi (npr. bakterije, kvasovke, 
glive in alge) in rastline.40 
  
 





Mikoremediacija je metoda bioremediacije, ki za odstranjevanje oz. razgradnjo 
onesnaženja uporablja glive oziroma njihove encime.40  
Glive se pogosto uporabljajo za bioremediacijo, saj:12 
­ Imajo nespecifičen sistem ligninolitičnih encimov, ki omogočajo odstranjevanje 
širokega spektra substratov; 
­ So substrati, na katerih gliva dobro uspeva (slama, les, lubje itd.), poceni in jih 
lahko dodajamo na onesnažena področja; 
­ So v naravnem okolju glive dokaj številne in medsebojno podobne; 
­ Oksidirajo tudi slabo topne substrate, ker je večina encimov ekstracelularnih; 
­ So glive sposobne preživeti, rasti in se razmnoževati v toksičnih pogojih; 
­ Lahko s svojo značilno rastjo v obliki micelija prekrijejo veliko onesnaženo 
področje. 
 
Vendar pa uporaba živih celic predstavlja tudi določene omejitve, kot je potreba po 
nenehni oskrbi s svežim inokulumom (vcepkom), prezračevanju in prehranskimi 
dodatki.43 Nekatere snovi so poleg tega lahko tudi strupene za mikroorganizme, zaradi 
česar je potrebna predhodna aklimatizacija.44 Vse te omejitve so vodile v uporabo 
encimske bioremediacije, ki je postopek, kjer namesto živih organizmov uporabimo samo 
njihove encime.45 
Encimska bioremediacija ima številne prednosti, kot so: 46, 47, 48 
­ Izolirani encimi delujejo z večjo specifičnostjo kot glive same;  
­ Njihovo delovanje je mogoče bolje standardizirati; 
­ Ravnanje z encimi je lažje, saj so encimi zaradi manjše velikosti bolj mobilni; 
­ Delujejo v prisotnosti visokih ali nizkih koncentracij strupenih snovi in v različnih 
pogojih (pH, temperatura, ionska jakost in redoks potencial); 
­ Encimi so biološko razgradljive beljakovine in ne povzročajo dodatnega 
onesnaženja v okolju.45 
 
Glive bele trohnobe imajo razvit ligninolitični sistem encimov, ki je nespecifičen za 
razgradnjo lignina in prav tako učinkovit pri razgradnji strukturno podobnih organskih 
onesnaževal, kot so fenoli, klorirane fenolne spojine, poliklorirani bifenili (PCB), 
policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH), klorirani pesticidi, nafta, barvila in druge 
 




kemijsko podobne snovi. Ravno zaradi svoje nespecifičnosti do substrata se uporabljajo 
v številnih procesih.12 
1.4.2 Mikoremediacija sintetičnih barvil 
V zadnjih letih se za barvanje tekstila in druge industrijske namene vedno bolj uporabljajo 
sintetična barvila. Glede na kromoforno skupino se delijona azo, antrakinonska, 
trifenilmetanska in ftalocianinska barvila. Med postopki barvanja se v odpadnih vodah 
izgubi od 2 % do 60 % prvotno uporabljenih barvil, ki so zaradi svoje kemijske strukture 
zelo dobro odporna na biološko razgradnjo.4 Običajni sistemi za čiščenje odpadnih voda 
so zato pogosto neučinkoviti, obstoječe fizikalne in kemijske tehnologije pa drage, 
zamudne in zahtevne. Zakonodaja na tem področju postaja čedalje strožja, zato je treba 
za čiščenje onesnažene vode razviti poceni in učinkovite tehnologije. Barva je lahko 
navidezna ali realna. Navidezna barva vode je tista, ki je posledica disperznih snovi. 
Realna barva pa po odstranitvi disperznih snovi ostane in je posledica raztopljenih snovi 
v vodi. Realna barva vode tako podaja kakovost vode in je eden od prvih pokazateljev 
onesnaženosti. Določimo jo vizualno ali spektrofotometrično.3, 49, 50, 51 
Trenutne študije o mikoremediaciji sintetičnih barvil in o mehanizmih mineralizacije niso 
popolne. Zaradi slabega vpogleda v potencialno strupene, čeprav brezbarvne 
intermediate, ostaja ocena učinkovitosti gliv bele trohnobe in njihovega sistema 
ligninolitičnih encimov nepopolna.34 
Glive bele trohnobe so najbolj intenzivno preučeni mikroorganizmi, ki sodelujejo pri 
razbarvanju barvil. Zaradi nespecifičnega sistema ligninolitičnih encimov so sposobne 
transformirati široko paleto sintetičnih barvil. Možne uporabe in študije nekaterih sevov 
glive bele trohnobe so zbrane v tabeli 1.52 
  
 




Tabela 1: Zbirka gliv bele trohnobe in barvil, ki jih razbarvajo. 
Vrsta glive Barvilo Vir 
Bjerkandera adusta  
strain CCBAS 232 
Oranžna G N-N,  
Amaranth N-N, 
RBBR PAQ, 
Poly R-478 PAQ in 
CuP PC 
 
Eicherlova in sod., 2007 50 
Ceriporiopsis 
subvermispora 
RO16 N-N,  
RBBR PAQ in 
CuP PC 
 
Babič in Pavko, 2007 53 
Coriolus versicolor  Azurno modra B, 
Poly R478 PAQ, 
Kongo rdeča N-N, 
RBBR PAQ, RO16 N-N, CuP PC 
 
Levin L. in sod., 2004 54 
Svobodova in sod.,2008 55 
Dichomitus squalens RO16 N-N ,  
RBBR PAQ ,  
CuP PC 
Oranžna G N-N,  
Amaranth N-N, 
 Oranžna I N-N,  
Poly R-478 PAQin 
Kristalno vijolična TPM 
 
Pavko in Novotný 2008 56 
Eicherlova in sod., 2006 29 
Irpex lacteus RBBR PAQ, 
RO16 N-N 




Direktno modro 15 N-N 
Direktno črno 38 N-N 
 
Podgornik in sod., 2001 58 
Pazarlioglu in sod., 2005 59 
 
Pleurotus ostreatus Sulfonftaleinske barve PC Shrivastava in sod., 2005 60 
Pleurotus pulmonarius Amidno črna N-N, 
Kongo rdeča N-N,  
RBBR PAQ, 
Metil zeleno in vijolilčno TPM,  
Etilen vijolično TPM,  
Metilen modro HC in  
Poly R-478 HC 
 
Tychanowicz in sod., 2004 61 
Pycnoporus cinnabarinus CSB N-N Schliephake in sod. 2000 62 
 
Legenda: RBBR   ramazol briljantno modra R 
RO16  reaktivno oranžno 16 
CuP  bakrov ftalocianin 
CSB  chichago sky blue 6B 
PC  ftalocianinska barvila 
PAQ  antrakinonska barvila 
TPM  trifenilmetanska barvila 
N-N  azo barvila 
 




Azo barvilo Chicago Sky Blue 6B 
Azo barvila so ena od najbolj strukturno raznolikih in posledično najpogosteje 
uporabljenih sintetičnih barvil. So dobro odporna na biološko razgradnjo, saj se v okolju 
naravno ne pojavljajo.34 Čeprav je dobro znano, da so mnoga od teh barvil strupena in 
mutagena za prostoživeče živali in ljudi, se vsako leto v okolje sprosti na tisoče ton azo 
barvil z neposrednim izpustom iz tekstilnih, živilskih ter farmacevtskih industrij.63  
Različne reaktivnosti azo barvila lahko pripišemo strukturnim razlikam, zlasti položaju 
substituentov na aromatskih obročih. Te lahko motijo pravilno vezavo molekule barvila 
na aktivno mesto Lac in s tem njihovo razgradnjo.64 Primer strukturnih razlik je bil opisan 
pri Lac glive Pyricularia oryzae. S spremembo substituentov na fenolnem obroču so bila 
pridobljena azo barvila z različnimi elektronskimi karakteristikami. Med barvili so 
oksidirala samo tista, ki imajo substituente (2-metil, 2-metoksi ali 2,6 in 2,3 dimetil 
oziroma dimetoksi skupine) in so donor elektronskega para. Oksidacija ni potekla za 
nesubstituirane ali substituirane z 2-kloro, 2-nitro ali 3,5- dimetilnimi oziroma dimetoksi 
skupinami. Specifične lastnosti, ki prispevajo k mutagenosti azo barvil, so povezane tudi 
s položajem sulfidov in hidroksilnih skupin v bližini azo vezi (–N=N–). Na primer, 
barvila, ki vsebujejo hidroksilno skupino v orto položaju, so bolj strupena od barvil, ki 
vsebujejo hidroksilno skupino v para položaju.46, 65 
Na poti encimske razgradnje se lahko azo barvila razgradijo simetrično ali asimetrično. 
Največja težava pri encimski razgradnji azo barvil je tvorba strupenih produktov, 
predvsem aminov. Prav zaradi tvorbe takih metabolitov so nekatera barvila indirektno 
karcinogena, zato je pomembno predhodno prepoznati in oceniti strupenost ali 
mutagenost produktov razgradnje.34, 66 
Chicago Sky Blue 6B (Slika 8), poznan tudi pod sinonimom Direktna modra 1, po 
kemijski strukturi spada med diazo barvila in ima absorbcijski maksimum pri valovni 
dolžini 618 nm. Uporablja se kot osnovno barvilo za tekstil z visoko vsebnostjo celuloze, 
kot je bombaž.62 
 





Slika 8: Chicago Sky Blue 6B.67 
1.4.3 Mikoremediacija okoljskih polutantov 
Okoljski polutanti (onesnaževala) so opisani kot kemijske ali biološke snovi, ki lahko 
škodijo živim virom in ekološkim sistemom, s tem pa neposredno ali preko 
prehranjevalne verige tudi ljudem. Antropogene dejavnosti so povzročile široko 
onesnaženje naravnega okolja. Številna organska onesnaževala, kot so policiklični 
aromatski ogljikovodiki (PAH), poliklorirani bifenili (PCB), pesticidi, ter anorganska 
onesnaževala (težke kovine, npr. arzen, kadmij, krom, svinec in cink) so odporna na 
razgradnjo in predstavljajo stalno nevarnost za živali in ljudi.68, 69, 70 
Različna onesnaževala so pogosto prisotna v odpadnih vodah, ki nastanejo v industrijskih, 
stanovanjskih ter poslovnih objektih. V Uredbi o emisiji snovi in toplote pri odvajanju 
odpadnih voda v vode in javno kanalizacijo je odpadna voda opredeljena kot voda, ki se 
po uporabi ali kot posledica padavin onesnažena odvaja v vodotok neposredno ali po 
kanalizaciji. Glede na izvor ločimo industrijsko, komunalno in padavinsko odpadno 
vodo.71  
Sodoben pristop ravnanja z odpadnimi vodami temelji predvsem na zmanjšanju količine 
in obremenjenosti odpadnih vod. Temu pa se tudi z uporabo najsodobnejših postopkov 
ne moremo vedno izogniti. Z industrijskih obratov je bilo v letu 2018 v Sloveniji 
izpuščenih 780 milijonov m3 odpadne vode (Tabela 2), kar je 27 milijonov m3 (ali 3,6 %) 
več kot v letu 2017. Večina te vode, 707 milijonov m3, je bila le toplotno onesnažena. Od 
preostalih 73 milijonov m3 odpadne vode je bilo pred izpustom očiščenih le 24 milijonov 
m3.72 
 




Tabela 2: Odpadne vode v slovenski industriji 2018.72 
 Količina odpadne vode [m3]  
Skupaj Očiščena Neočiščena 
Dejavnosti (področje po SKD 2008) 780.118 24.182 755.936 
Rudarstvo 756 337 419 
Predelovalne dejavnosti 41.405 23.685 17.720 
Oskrba z električno energijo, plinom, paro 737.807 42 737.765 1) 
Oskrba z vodo, ravnanje z odpadnimi vodami 
in odpadki, saniranje okolja 
150 118 32 
1) 96 % te vode je bilo le toplotno onesnažene. 
Močno onesnažene odpadne vode pogosto predstavljajo problem pri izbiri ustreznega 
načina čiščenja. Zato jih moramo pred čiščenjem natančno analizirati, saj lahko odporne 
in škodljive snovi v odpadnih vodah že v majhnih količinah predstavljajo veliko 
nevarnost. Številna obstojna organska in anorganska onesnaževala so težko 
biorazgradljiva, zato se za bolj učinkovito razgradnjo biološka čiščenja združijo s 
kemijskimi oziroma fizikalno-kemijskimi metodami. Na ta način lahko odstranimo 
morebitne strupene snovi ali jih pretvorimo v obliko, ki je sprejemljiva za biološko 
čiščenje.68, 73 
Čiščenje glede na odstranitev različnih komponent v odpadni vodi delimo na: mehansko 
ali primarno čiščenje (usedanje, filtracija, centrifugiranje, flotacija in pobiranje maščob), 
kemijsko čiščenje (nevtralizacija, oksidacija in redukcija), fizikalno-kemijsko čiščenje 
(obarjanje, koagulacija, flokulacija, adsorpcija in ionska izmenjava) ter biološko čiščenje 
(aerobno in anaerobno čiščenje z mikroorganizmi ali rastlinami).74 
Da bi izboljšali bioremediacijske postopke, se nenehno razvijajo nove tehnologije, ki bi 
nadomestile ali izboljšale že obstoječe. V zadnjih desetletjih je bilo izvedenih več 
raziskav biokatalizatorjev za razgradnjo obstojnih organskih onesnaževal. Številne 
študije so preučevale uporabo Lac za čiščenje komunalnih odpadnih vod in iztokov iz 
celulozne ter tekstilne industrije. Lac so pokazale velik potencial pri oksidaciji velikega 
števila okoljskih polutantov, kot so klorofenoli, barvila ter hormonski motilci.75, 76 
  
 




Vendar pa je treba omeniti, da uporaba prostih Lac zahteva ogromno količino encima po 
relativno nizki ceni, kar pa zaradi stroškov gojišča ni preprosto zagotoviti.77 Poleg cene 
je znanih še nekaj dejavnikov, ki omejujejo široko uporabo prostih encimov v odpadni 
vodi, in sicer:  
­ slaba stabilnost encimov, saj se deaktivirajo z vezavo na organsko snov ali prst;  
­ inhibicijsko delovanje številnih snovi na katalitične sposobnosti prostih encimov 
(npr. ioni težkih kovin, soli, detergenti ter organska topila); 
­ izpiranje prostih encimov in mediatorjev z obdelanimi odpadnimi vodami. 
 
Uporaba prostih encimov v raztopini je zato tehnično težko izvedljiva, še zlasti v velikih 
kontinuirnih sistemih čiščenja.75  
1.4.4 Farmacevtske odpadne vode 
Potrebe farmacevtske industrije po učinkovitem in visokokakovostnem čiščenju 
odpadnih voda so vedno večje, saj morajo izpolnjevati zahteve po vedno strožjih 
omejitvah izpustov. Farmacevtska odpadna voda (FOV) je po količini in kakovosti zelo 
raznolika, kar predstavlja velik izziv za obdelavo.78 FOV se lahko sežge ali obdela v 
čistilnih napravah, če je to mogoče.79 Kljub temu se ocenjuje, da se približno polovica 
FOV, proizvedenih po vsem svetu, še vedno zavrže brez dodatnega čiščenja.80 
Večina ostankov v FOV je biološko aktivih tudi v nizkih koncentracijah (koncentracije v 
sledovih), kar ima lahko škodljiv vpliv na vodno okolje. Izpostavljenost nesmrtonosnemu 
odmerku antibiotikov lahko omogoči razvoj bakterij, odpornih na antibiotike, kar po 
podatkih Svetovne zdravstvene organizacije predstavlja zaskrbljujočo nevarnost za 
zdravje ljudi. Z obdelavo FOV v čistilnih napravah lahko ostanke zdravil delno 
odstranimo, kljub temu pa nekatera še vedno preidejo v površinske, podzemne vode ter 
celo v morje. Celoten učinek čiščenja je pogojen s sestavo zdravila, začetno koncentracijo 
in načinom čiščenja. Do danes je bilo v EU s pomočjo praktičnih izkušenj in 
modeliranjem opravljenih veliko raziskav na področju čiščenja FOV.81, 82 
Da bi razrešili tovrstne izzive, se mora industrija usmeriti v raziskave novih tehnologij in 
rešitev ter ustrezno optimizirati ali opustiti konvencionalne tehnologije. Veliko raziskav 
je zato v zadnjem času usmerjenih v uporabo gliv bele trohnobe ter njihovemu sistemu 
ligninolitičnih encimov.68, 83, 84, 85,  86  
 




1.4.5 Odpadne vode iz industrije kovin 
Šele v zadnjih letih so se v literaturi pojavile prve študije o vplivu kovin na procese 
mikoremediacije. Nekatere kovine, kot so Cd, Mn in Zn, so nujno potrebne za rast in 
razvoj gliv bele trohnobe, kljub temu pa imajo lahko, če jih je preveč, negativen vpliv. 
Glive morajo biti zato sposobne zadržati bistvene ione kovin iz različnih virov, kjer so 
kovine prisotne v nizkih ali visokih koncentracijah. Koncentracija kovinskih ionov v lesu, 
ki je njihov glavni vir, je običajno nizka. V tleh pa se morajo glive pogosto spopadati z 
visokimi koncentracijami kovinskih ionov. V bližini avtocest, plinovodov in sežigalnic 
so lahko poleg ionov težkih kovin prisotna tudi obstojna organska onesnaževala (POP), 
kot so policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH).87 
Z biotehnološkega vidika pojav težkih kovin predstavlja resno težavo pri mikoremediaciji 
obstojnih organskih onesnaževal, saj so lahko težke kovine inhibitorji encimskih reakcij. 
Nadaljnje raziskave bodo zato zelo dobra priložnost za razumevanje osnovnih okoljskih 
konceptov in razvoja novih biotehnoloških procesov, kot je uporaba encimskega filtrata 
za selektivno odstranjevanje organskega onesnaženja iz odpadnih vod iz industrije 
kovin.87
 




2 NAMEN DELA 
Osnovni namen magistrske naloge je oceniti in preučiti poznavanje, stališča in uporabo 
ligninolitičnih encimov glive Dichomitus squalens na področju mikoremediacije 
odpadnih voda in na osnovi ekperimentalnega dela ugotoviti njihovo potencialno 
učinkovitost za razgradnjo sintetičnega barvila in organskih snovi v odpadni vodi. 
2.1 HIPOTEZE  
 
Pred začetkom dela smo si zadali naslednji hipotezi: 
 Encimi glive bele trohnobe Dichomitus squalens učinkovito odstranjujejo 
organsko onesnaženje iz odpadnih voda. 
 
 Učinkovitost encimov glive bele trohnobe Dichomitus squalens je odvisna od 
vrste odpadne vode in fizikalno-kemijskih pogojev procesa.
 




3 MATERIALI IN METODE 
V tem delu magistrske naloge so opisane vse ključne metode, ki so bili potrebne za 
uspešno delo na postavljenih hipotezah. Na začetku so našteti uporabljeni testni 
mikroorganizmi, kemikalije in aparature. Nato so opisani posamezni postopki priprave 
gojišča, gojenja glive ter analizne metode. Na koncu so opisane še metode uporabe 
ligninolitičnih encimov za mikoremediacijo okoljskih polutantov. 
3.1 TESTNI MIKROORGANIZMI 
 
Uporabili smo glivo D. squalens, saj pri produkciji ligninolitičinih encimov Lac in MnP 
kaže dobre rezultate. Glivo smo shranjevali na agar ploščah v hladilniku pri temperaturi 
4 ± 2 ℃. Njihovo aktivnost smo vzdrževali z mesečnim precepljanjem. 
3.2 KEMIKALIJE 
  
Pri delu smo uporabili kemikalije, navedene v tabeli 3. 
Tabela 3: Seznam kemikalij in njihovih proizvajalcev. 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC KEMIKALIJA PROIZVAJALEC 
glukoza (C6H12O6) Fluka HCl Aldrich 
Fruktoza (C6H12O6) Fluka NaOH Sigma-Aldrich 
amonijev tartrat Fluka C12H17N4OS Aldrich 
C4H6O4 Aldrich ABTS Sigma 
MgSO4 x 7H2O Riedel-de Haen C4H6O6 Kemika 
MnSO4 x H2O Aldrich K2Cr2O7 Sigma-Aldrich 
NaCl Merck H2SO4 Sigma-Aldrich 
FeSO4 x 7H2O Aldrich Ag2SO4 Sigma-Aldrich 
CoCl2 x 6H2O Kemika Fe(NH4)2(SO4)2 Sigma-Aldrich 
ZnSO4 x 7H2O Kemika NaN3 Aldrich 
CuSO4 x 5H2O Zorka FAS Sigma-Aldrich 
CaCl2 Kemika H3PO4 Sigma-Aldrich 
H3BO4 Kemika indikator Ferroin  Sigma 
C2NO2 Aldrich surfaktant Tween 80 Sigma-Aldrich 
KH2PO4 Kemika direktna modra 1 Sigma 
  
 






Za meritve in pripravo eksperimentalnega dela smo uporabljali aparature, naštete v 
tabeli 4. 
Tabela 4: Seznam aparatur in njihovih proizvajalcev. 
APARATURA PROIZVAJALEC 
pH meter  Metler Toledo, Nemčija 
avtoklav / 
inkubator Kottermann, Nemčija 
homogenizator Ultra Turax 25 IKA, Nemčija 
spektrofotometer, Lambda 25 Perkin Elmer, USA 
kavni mlinček Gorenje, Slovenija 
TOC – 5000A Shimadzu 
magnetno mešalo Rotamix Tehtnica, Slovenija 
analizna tehtnica GP 3100 S-G Sartorius, Nemčija 
analizna tehtnica RC 210D Sartorius, Nemčija 
filtracijski sistem Sartorius in Machinery-Nagel 
centrifuga LC 320 Tehtnica, Slovenija 
stresalnik RVI 403 Tehtnica, Slovenija 
sito premera 355 μm in 125 μm / 
/ – neznan. 
3.4 PRIPRAVA GOJIŠČA 
3.4.1 Priprava trdnega gojišča za shranjevanje in precepljanje glive D. squalens 
Glivo D. squalens smo shranjevali na mineralnem gojišču s sestavo: 20 g L-1 agarja, 
10 g L-1 glukoze in 5 g L-1 sladkornega ekstrakta. Vse sestavine smo raztopili v 
demineralizirani vodi in pH vrednost naravnali na 5,5 ± 0,1 z 1 M HCl in 3 M NaOH. 
Raztopino gojišča smo nato avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 ℃ in tlaku 1,2 bara. 
Gojišče smo nato ohlajeno sterilno nalili v sterilne petrijevke. Ko se je gojišče povsem 
ohladilo, smo nanje sterilno nacepili glivo D. squalens, tako da smo na sredino postavili 
košček (1 x 1 cm) agarja, preraslega z glivo. Petrijevko smo nato postavili v inkubator za 
7 dni pri temperaturi 28 ± 1 ℃. Po tednu dni smo petrijevko preraslo z glivo do uporabe 
hranili v hladilniku na temperaturi 4 ± 2 ℃.88 
 




3.4.2 Priprava tekočega mineralnega gojišča za pripravo predkulture za gojenje 
glive D. squalens z nizko vsebnostjo dušika 
Tekoče gojišče z nizko vsebnostjo dušika smo uporabili za pripravo predkulture 
(inokuluma) glive. Sestava tekočega gojišča z nizko vsebnostjo dušika je sledeča:89 
­ 10 g L-1 glukoze, 
­ 0,2 g L-1 amonijevega tartrata, 
­ 1,5 g L-1 sukcinske kisline, 
­ 10 % (v/v) raztopine osnovnega medija in 
­ 6 % (v/v) raztopine elementov v sledovih. 
Vrednost pH smo uravnali na 4,5 ± 0,1 z 1 M HCl in 2 M NaOH. Za tem smo dodali še 
vitamin B1 oz. tiamin v koncentraciji 1 mg L-1 in surfaktant Tween 80 (1 kapljica na liter). 
Raztopino gojišča smo pred uporabo avtoklavirali 20 min pri temperaturi 120 ℃. 
Raztopina elementov v sledovih je vsebovala:89 
­ 3,0 g L-1 MgSO4 ∙ 7H2O, 
­ 0,5 g L-1 MnSO4 ∙ H2O, 
­ 1,0 g L-1 NaCl, 
­ 0,1 g L-1 FeSO4 ∙ 7H2O, 
­ 0,1 g L-1 CoCl2 ∙ 6H2O, 
­ 0,1 g L-1 ZnSO4 ∙ 7H2O, 
­ 0,1 g L-1 CuSO4 ∙ 5H2O, 
­ 0,08 g L-1 CaCl2, 
­ 0,01 g L-1 H3BO4 in 
­ 1,5 g L-1 C2NO2. 
Raztopina osnovnega medija je vsebovala:89 
­ 20,0 g L-1 KH2PO4, 
­ 5,0 g L-1 MgSO4 ∙ 7H2O, 
­ 1,0 g L-1 CaCl2 in 
­ 10 % raztopine elementov v sledovih. 
Obe raztopini smo pripravili v 1 L demineralizirane vode in ju hranili v hladilniku pri 
temperaturi 4 ± 2 ℃. 
 




3.4.3 Priprava homogenata miceljske predkulture  
Homogenat miceljske predkulture smo pripravili v 250 mL erlenmajericah tako, da smo 
najprej odmerili 50 mL ohlajenega sterilnega tekočega gojišča z nizko vsebnostjo dušika 
ter mu sterilno ob ognju dodali 3 koščke (1 x 1 cm) agarja, obraslega z glivo D. squalens. 
Erlenmajerice smo nato inkubirali v inkubatorju pri temperaturi 28 ± 1 ℃. Gliva je po 
enem tednu prerasla površino gojišča v obliki micelija, ki smo ga nato sterilno 
homogenizirali s homogenizatorjem Ultra Turax v treh 10 sekundnih intervalih pri 
9000 rpm. Tako pridobljen homogenat smo v nadaljevanju uporabili za nacepitev 
sterilnih gojišč z visoko vsebnostjo dušika.89 
3.4.4 Priprava bukovega prahu kot naravnega indikatorja 
V gojišče za gojenje kulture D. squalens smo dodali naravni indikator bukov prah, ki 
pospeši izločanje encimov. Bukov prah smo pripravili iz bukovih oblancev. Te smo s 
pomočjo kavnega mlinčka zmleli v fin prah nato pa presejali skozi sita. Uporabili smo 
frakcijo z velikostjo delcev 125–355 μm.89 
3.4.5 Priprava tekočega mineralnega gojišča za pripravo kulture za gojenje glive 
D. squalens z visoko vsebnostjo dušika 
Tekoče gojišče z visoko vsebnostjo dušika smo uporabili za pripravo kulture glive. 
Sestava tekočega gojišča z visoko vsebnostjo dušika je sledeča:89 
­ 10 g L-1 fruktoze, 
­ 2 g L-1 amonijevega tartrata, 
­ 1,5 g L-1 sukcinske kisline, 
­ 10 % (v/v) raztopine osnovnega medija in 
­ 6 % (v/v) raztopine elementov v sledovih. 
Vrednost pH smo uravnali na 4,5 ± 0,1 z 1 M HCl in 2 M NaOH. Po uravnavi smo dodali 








3.5 GOJENJE GLIVE DICHOMITUS SQUALENS 
 
Gojišče z visoko vsebnostjo dušika smo prenesli v 250 mL erlenmajerice, po 100 mL v 
vsako, in jim dodali še 0,5 g bukovega prahu (125–355 μm). Gojišče smo nato pred 
uporabo avtoklavirali 20 min pri temperaturi 120 ℃. Po ohladitvi na sobno temperaturo 
smo sterilno ob ognju v gojišče nacepili 10 mL micelijskega homogenata in postavili 
erlenmajerice na stresalnik pri temperaturi 28 ± 1℃ in 150 rpm. Na stresalniku smo 
gojišče gojili od 7 do 10 dni, odvisno od encimske aktivnosti, ki smo jo merili vsak dan. 
Ko je bila aktivnost največja, smo glivno biomaso s filtriranjem preko filtrirnega papirja 
črni trak ločili od encimskega filtrata (EF). EF smo nato uporabili za nadaljnje poskuse.89 
3.6 ANALIZNE METODE 
 
Na podlagi vzorca izločanja encimov v gojišče lahko glivo D. squalens uvrstimo v 
skupino gliv bele trohnobe, ki proizvajajo dva tipa ligninolitičnih encimov, Lac in MnP. 
V eksperimentalnem delu smo analizirali encimsko aktivnost ligninolitičnih encimov 
Lac. 
3.6.1 Merjenje encimske aktivnosti lakaz  
Za meritve smo uporabili standardno spektrofotometrično metodo za merjenje encimske 
aktivnosti. Inštrument, na katerem smo opravili meritve, je spektrofotometer Lambda 25 
(Slika 9), ki je povezan z računalnikom, na katerem je nameščena programska oprema za 
določanje encimske kinetike "UV Kinlab". Meritve so potekale v 1 mL kivetah iz 
kvarčnega stekla, dolžina poti žarka je znašala 1 cm. 
Za izračun encimske aktivnosti smo upoštevali spremembo absorbance v enominutnem 
intervalu pri sobni temperaturi. Encimsko aktivnost (EA) smo izrazili kot encimsko enoto 
na liter gojišča (U L-1). Encimska enota U je opredeljena kot količina encima, potrebna 
za pretvorbo 1 μmol substrata v produkt na minuto.12 
 





Slika 9: Spektrofotometer Lambda 25. 
Za merjenje aktivnosti Lac smo morali predhodno ločiti glivno biomaso od gojišča. To 
smo storili tako, da smo 5 mL vzorca centrifugiral 5 minut pri 3000 rpm. Kot substrat 
smo uporabili ABTS, saj Lac oksidirajo ABTS v produkt temno zelene barve, ki ga lahko 
kvantitativno izmerimo pri valovni dolžini 420 nm. Za umeritveni vzorec smo namesto 
vzorca z encimom uporabil pufer (Tabela 5).89 
Tabela 5: Sestava reakcijske raztopine za merjenje aktivnosti Lac.89  
 Volumen (μL) 
Kemikalije / Vzorec Umeritveni vzorec Vzorec z encimi 
0,1 M Na-tartrat pH = 4,5 ± 0,1 900 800 
Vzorec * / 100 
5 mM raztopina ABTS 100 100 
* centrifugat gojišča z encimi. 
  
 




3.6.2 Določanje kemijske potrebe po kisiku  
Kemijske potrebe po kisiku (KPK) je merilo za organsko onesnaženje v površinskih in 
odpadnih vodah. Organske nečistoče določamo tako, da jih pri določenih pogojih 
oksidiramo in na podlagi porabe oksidanta sklepamo, kolikšna je količina organskih 
snovi. S KPK določimo vse organske snovi, ne moremo pa ločiti med biološko inertnimi 
in biološko razgradljivimi snovmi.73 
Vse kemikalije in postopki, ki jih navajamo za določevanje KPK v odpadnih vodah, so 
skladni in citirani iz ISO standarda 6060 (1989).90 
Zaradi dobre oksidacijske sposobnosti, uporabnosti za širok spekter vzorcev in enostavne 
določitve prebitka, smo kot oksidant uporabili kalijev dikromat (K2Cr2O7). Večina 
organskih snovi v žveplovo kislem mediju s K2Cr2O7 in srebrovim sulfatom (AgSO4) kot 
katalizatorjem oksidira skoraj v celoti v ogljikov dioksid in vodo. Po oksidaciji organskih 
snovi ostane nereducirani dikromat, ki smo ga titrirali z železo amonijevim sulfatom. Kot 
končno točko titracije smo opredelili prehod barve iz modrozelene do rdečkasto rjave.90 
  
 




3.6.3 Določanje koncentracije raztopljenega organskega ogljika 
Organsko onesnaženje lahko ovrednotimo tudi kot celotni organski ogljik (TOC). Meritve 
smo opravili na napravi Shimadzu 5000A (Slika 10). 
Vzorec smo pred meritvijo centrifugirali 5 min pri 3000 rpm, da smo odstranili 
neraztopljene snovi, zato dejansko določamo raztopljeni organski ogljik (DOC) in ne 
celotnega (TOC).91 
V aparaturi TOC najprej izmerimo koncentracijo celotnega ogljika (TC), tako da se 
vzorec dozira v sežigalno komoro, kjer se pri temperaturi 680 ℃ ves ogljik oksidira do 
CO2. Koncentracijo nastalega CO2 določimo s pomočjo senzorske celice. V nadaljevanju 
aparatura izmeri koncentracijo anorganskega ogljika (IC), tako da se vzorec nakisa in 
segreje na 200 ℃, zaradi česar se ves anorganski ogljik pretvori v CO2. Tega določimo 
enako kot celoten ogljik. Iz razlike koncentracij nato po enačbi [1] izračunamo:73 
𝑇𝑂𝐶 = 𝑇𝐶 − 𝐼𝐶    [1] 
TOC  koncentracija totalnega organskega ogljika  [mg L-1] 
TC  koncentracija totalnega ogljika   [mg L-1] 
IC  koncentracija anorganskega ogljika   [mg L-1] 
 
 
Slika 10: TOC – Shimadzu 5000A aparatura za merjenje TOC. 
 




3.6.4 Določanje obarvanosti vode 
Obarvanost vzorcev smo določili z metodo B standarda SIST EN ISO 7887:2012.92 
Metoda B vključuje presojo določanja realne barve vodnega vzorca z optično napravo, ki 
je karakterizirana z maksimalno absorpcijo svetlobe pri treh valovnih dolžinah (436 nm, 
525 nm in 620 nm), saj pri eni valovni dolžini ne pokaže dovolj natančnega in ostrega 
absorpcijskega maksimuma. 5 mL vzorca smo pred merjenjem absorpcije centrifugirali 
5 min pri 3000 rpm, da smo odstranili neraztopljene delce, ki bi lahko motili meritev. Za 
kontrolni vzorec smo uporabili EF.49 
Intenzivnost barve smo kvantitativno določili s spektralnim absorpcijskim koeficientom, 




× 𝑓      [2] 
α(λ) spektralni absorpcijski koeficient  [m-1] 
A absorbanca pri valovni dolžini   [/] 
d dolžina merilne celice   [mm] 
𝑓 faktor za absorpcijski koeficient  [𝑓 = 1000] 
 
Metoda ne potrebuje dragih reagentov in standardov, ter je hitra in enostavna, saj 
uporablja razmerje treh primarnih barv z ustreznimi valovnimi dolžinami 
(436 nm = rumena; 525 nm = rdeča; 620 nm = modra).93 
Mejne vrednosti (MV) v skladu z Uredbo o emisiji snovi in toplote pri odvajanju 
odpadnih voda v vode in javno kanalizacijo znašajo:71  
­ MV α(436) = 7 m-1 
­ MV α(525) = 5 m-1 
­ MV α(620) = 3 m-1 
  
 




3.7 MIKOREMEDIACIJA ONESNAŽIL Z 
LIGNINOLITIČNIMI ENCIMI GLIVE D. SQUALENS 
3.7.1 Mikoremediacija organskega sintetičnega barvila Chicago Sky Blue 
Za študij razgradnje barvila smo uporabili barvilo Chicago Sky Blue (CSB). Med 
procesom smo spremljali njegovo razbarvanje. Za analizo učinkovitosti mikoremediacije 
smo najprej pripravili umeritveno krivuljo. 10 mL barvila z začetno koncentracijo 
20 mg L-1 smo pripravili iz osnovne raztopine s koncentracijo 1000 mg L-1. Potem smo z 
redčenjem pripravili še koncentracije 10 mg L-1, 5 mg L-1, 2,5 mg L-1, 1,25 mg L-1, 
0,63 mg L-1. Vsakemu vzorcu posebej smo izmerili absorbanco s pomočjo 
spektrofotometra pri absorbcijskem maksimumu λmax (CSB) = 618 nm ter v excelu izrisali 
graf absorbance v odvisnosti od koncentracije. Kot slepi vzorec smo uporabili 
deionizirano vodo. 
Pri sami izvedbi poskusov mikoremediacije smo barvilo dodali v vzorec tako, da je bila 
začetna koncentracija barvila enaka 10 mg L-1. Za mikoremediacijo smo uporabili EF z 
ligninolitičnimi encimi glive D. squalens, ki smo ga pridobili s postopkom, opisanim v 
poglavju 3.5. Da smo se izognili morebitnim napakam, smo pripravili tri paralelke. Za 
učinkovito delovanje encimov smo raztopini barvila in deionizirani vodi predhodno 
uravnali pH na 4,5 ± 0,1 s 3 M fosforno kislino. Poleg treh vzorcev smo pripravili tudi 
dva kontrolna (slepa) in dva abiotska testa. Slepi test je vseboval EF in deionizirano vodo, 
abiotski pa poleg EF in raztopine z barvilom tudi 1 mL 0,1 M natrijevega azida (NaN3), 
ki inhibira delovanje encimov. Poskus je potekal v stresalniku pri 150 rpm in temperaturi 
28 ± 2 ℃. Vzorce smo najprej vzorčili po petih minutah in nato naprej v 30-minutnih 
intervalih. S pomočjo spektrofotometra smo izmerili absorbanco barvila pri 618 nm, nato 
pa smo s pomočjo umeritvene krivulje absorbanco preračunali v koncentracijo.  
Po enačbi [3] smo izračunali % razbarvanja: 
𝑅𝑎𝑧𝑏𝑎𝑟𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 [%] =  
𝐴(0)−𝐴(𝑡)
𝐴 (0)
 × 100   [3] 
A(0) absorbanca ob času 0   [/] 
A(t)  absorbanca ob času t   [/] 
 




3.7.2 Mikoremediacija FOV in KOV 
Glivo smo gojili, kot je opisano v poglavju 3.5. Ko je bila aktivnost največja, smo glivno 
biomaso s filtriranjem preko filtrirnega papirja črni trak ločili od encimskega filtrata (EF). 
EF pa smo nato uporabili za razgradnjo onesnaževal v odpadni vodi FOV in KOV. 
Pri razgradnji organskih snovi smo pripravili 3 testne vzorce, 2 abiotska vzorca in 2 
kontrolna (slepa) vzorca. Vrednost pH odpadne in deionizirane vode smo za učinkovito 
delovanje encimov predhodno uravnali na 4,5 ± 0,1 z 2 M NaOH. Testni vzorec je 
vseboval 50 vol % aktivnega EF glive D. squalens in 50 vol % odpadne vode. Kontrolni 
vzorec je vseboval 50 vol % deionizirane vode in 50 vol % aktivnega EF glive D. 
squalens. Abiotski vzorec pa 50 vol % odpadne vode in 50 vol % inhibiranega EF glive 
D. squalens. Z abiotskim testom smo preverili, ali pride do fizikalno-kemijske razgradnje 
odpadne vode. Encime smo inhibirali z dodatkom 1 mL 1 mM NaN3. Eksperiment je 
potekal na stresalniku pri temperaturi 28 ± 2 ℃ in 150 rpm. Za analizo vzorcev smo 
vsakemu odvzeli po 5 mL vsak 2. oz. 4. dan. Vzorec smo nato centrifugirali 5 minut pri 
3000 rpm, da smo odstranili neraztopljene delce, ki bi lahko motili določitev. Vzorcem 
smo določili encimsko aktivnost Lac ter koncentracijo organskih snovi ob merjenju DOC 
ter KPK. 
 




4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
Raziskovalno delo smo zasnovali na podlagi predhodno objavljenega članka 
G. Kalčikove in sod. (2013), ki so raziskovali učinek čiščenja izcednih vod z glivo 
D. squalens.94 Najprej so opravili test rasti glive D. squalens v dveh izcednih vodah in 
naknadno še test biorazgradnje. Izkazalo se je, da izcedna voda L1 ni omogočila rasti 
glive, pri izcedni vodi L2 pa so opazili spremembo v rasti in posledično tudi zmanjšanje 
organskega onesnaženja. Ker pa pri nobenem od primerov niso zaznali produkcije 
ligninolitičnih encimov, so EF glive D. squalens pripravili ločeno pri optimalnih pogojih. 
Z njim so nato opravili test bioremediacije ter ocenili vpliv odpadne vode na aktivnost 
encimov. Izkazalo se je, da so ligninolitični encimi odgovorni za odstranjevanje večjega 
dela organskega onesnaženja in zmanjšanje strupenosti izcedne vode. Tako smo se 
odločili, da bomo v študiji tudi mi uporabili ligninolitične encime glive D. squalens.  
4.1 BIOREMEDIACIJSKI POTENCIAL LIGNINOLITIČNIH 
ENCIMOV GLIVE DICHOMITUS SQUALENS 
 
Glive bele trohnobe, med katere spada tudi D. squalens, so zaradi nespecifičnega sistema 
ligninolitičnih encimov sposobne transformirati in razgraditi široko paleto onesnaževal. 
Da bi to preverili, smo izvedli poskuse razgradnje sintetičnega barvila CSB in nato še 
razgradnjo FOV ter KOV. 
4.1.1 Razgradnja Chichago sky blue barvila 
Glive bele trohnobe so najbolj preučevani organizmi, ki se uporabljajo za 
mikoremediacijo barvil.95, 96 Razbarvanje se lahko pojavi zaradi adsorpcije barvila na 
glivno biomaso ali zaradi razgradnje barvila z ligninolitičnimi encimi. Lahko pa oboje 
poteka tudi skupaj, pri čemer je v takem primeru pogosto težko določiti glavni vzrok 
razbarvanja.29 Zato encime ločimo od biomase in jih uporabimo za in vitro študije 
razbarvanja, pri čemer imajo ključno vlogo prav ligninolitični encimi.12, 52, 97  
  
 




V raziskavah smo preverili sposobnost razbarvanja sintetičnega barvila z ligninolitičnimi 
encimi glive D. squalens in vpliv barvila na encimsko aktivnost Lac med bioremediacijo. 
Izbrali smo azo barvilo CSB, saj so azo barvila ena od najpogosteje uporabljenih barvil, 
ki so težje razgradljiva. Gojišče s pribitkom Lac (800 U L-1) smo pridobili z gojenjem 
glive D. squalens na stresalniku. EF pa smo nato uporabili za in vitro razbarvanje 
(Graf 1).  
 
 
Graf 1: Sprememba koncentracije barvila v odvisnosti od časa. 
 
Glede na graf 1 je koncentracija barvila hitro padla, kar pomeni, da je mikoremediacija 
potekla zelo hitro, saj se v prvih 20 minutah razgradi kar 84 % barvila (izračunano po 
enačbi [2]). Pri prvi meritvi je razvidno odstopanje od začetne koncentracije. 
Koncentracija ni več 10,0 mg L-1, temveč 7,5 mg L-1, saj smo vzorčili po dodatku EF, 
























Abiotski test Povprečje vzorcev
 





Graf 2: Sprememba encimske aktivnosti v odvisnosti od časa.  
Encimska aktivnost med eksperimentom je prikazana na grafu 2. Na podlagi rezultatov 
lahko sklepamo, da inhibicije ni, saj barvilo ne vpliva na encimsko aktivnost. Aktivnost 
se na začetku zmanjša, saj so encimi začeli delovati z zamikom, nato pa se v nadaljevanju 
poveča. V abiotskem testu so bili encimi inhibirani med celotnim eksperimentom in je 
bila encimska aktivnost enaka 0. 
 
Graf 3: Razbarvanje barvila CSB z glivo D. squalens.  
 















































Povprečje vzorcev Abiotski test
 




Za lažji prikaz potenciala glive D. squalens in njenega sistema ligninolitičnih encimov za 
razbarvanje sintetičnega barvila CSB smo dobljene rezultate razbarvanja primerjali s 
študijo Junghanns C. in sod., ki so v svoji študiji raziskovali uporabo različnih sevov gliv 
na razbarvanje številnih barvil, med katerimi je bilo tudi CSB. Eksperiment je pri njih 
potekal 7 dni, vendar so bile koncentracije barvila veliko večje kot pri nas, tj. 300 in 
1000 mg/L. Učinkovitost razbarvanja pa je bil na koncu primerljiv z našim. Gliva 
C. Polyzona je uspela razbarvati 87 %, H. fasciculare 95 % ter T. versicolor 97 % barvila 
CSB (Graf 4).98 
 
Graf 4: Primerjava razgradnje barvila CSB z ligninolitičnimi encimi glive D. squalens, 
C. polyzona, H. fasciculare in T. versicolor.98 
Ugotovili smo, da encimi glive D. squalens uspešno razbarvajo barvilo, vendar to še ne 
pomeni, da je očiščeno raztopino na tej stopnji možno spustiti v okolje. Pri procesu 
razbarvanja lahko namreč nastanejo produkti, ki so še vedno strupeni za okolje. 
Strupenost se lahko še poveča zaradi razcepitve N = N vezi in z nastankom aromatičnih 
aminov, ki so karcinogeni. Da bi preveril, ali je odpadna voda kljub razbarvanju še vedno 




















D. squalens C. Polyzona H. Fasciculare T. versicolor
 




4.1.2 Razgradnja farmacevtske odpadne vode 
V prvi fazi smo analizirali FOV. Odpadna voda je bila dostavljena v petih kanistrih po 
približno 20 L in po predhodni homogenizaciji zamrznjena pri – 28 ± 2 ℃ do nadaljnjih 
analiz.  






Na grafu 5 je prikazan časovni potek 6-dnevne razgradnje organskih snovi v FOV. Na 
grafu 5 ni razvidne spremembe KPK in DOC in s tem razgradnje organske snovi. Zato 
sklepam da FOV ni biorazgradljiva.  
 
Graf 5: Učinkovitost razgradnje FOV z ligninolitičnimi encimi glive D. squalens na 
podlagi DOC in KPK. 
Razlogi, zakaj razgradnja ni potekla so: 
­ Nizka encimska aktivnost Lac; 
­ EF ne zna razgraditi organskega onesnaženja; 
­ Inhibicijsko delovanje snovi v odpadni vodi; 


































pH [/] 7,7 ± 0,1 
KPK [mg L-1] 663 ± 27 
TOC [ mg L-1] 201 ± 4,0 
TC [mg L-1] 292 ± 5,8 
IC [mg L-1] 91 ± 1,8 
Suha snov [mg L-1] 66 ± 3,3 
 




Encimsko aktivnost Lac zaznamuje hiter padec, kar je razvidno iz grafa 6. To pomeni, da 
ligninolitični encimi glive D. squalens niso sposobni razgraditi organske snovi v FOV oz. 
je v njej prisotna snov, ki jih inhibira. Začetna aktivnost Lac je bila 190 U L-1, kar je zelo 
nizka, saj bi morala po podatkih iz literature znašati okrog 1500 U L-1.86 Vzrok nizke 
začetne encimske aktivnosti je najverjetneje to, da pri gojenju glive D. squalens nismo 
imeli optimalnih pogojev. Encimska aktivnost v kontrolnem testu je bila prva dva dni 
konstantna, potem pa je začela padati. V abiotskem testu je bila inhibirana med celotnim 
eksperimentom. 
 
Graf 6: Encimska aktivnost Lac med razgradnjo FOV v testnem in kontrolnem vzorcu. 
Da bi preverili učinkovitost ligninolitičnih encimov D. squalens na razbarvanje odpadne 
vode, smo spremljali tudi spremembo absorpcije svetlobe. Na grafu 7, 8 in 9 je 
predstavljena sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za FOV pri 436 nm, 



































Graf 7: Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za FOV ter mejna vrednost 
pri 436 nm.  
 
Graf 8: Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za FOV ter mejna vrednost 






































































Mejna vrednost (525 nm) Povprečje vzorcev
 






Graf 9: Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za FOV ter mejna vrednost 
pri 620 nm.  
Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta ni razvidna pri nobeni od treh 
valovnih dolžinah, kar pomeni, da ligninolitični encimi pri razbarvanju odpadne vode 
niso bili učinkoviti. Kljub temu je spektralni absorpcijski koeficient že na začetku pod 
MV pri vseh treh valovnih dolžinah, zato bi odpadno vodo glede na obarvanost lahko 






































Mejna vrednost (620 nm) Povprečje vzorcev
 




4.1.3 Razgradnja odpadne vode iz industrije kovin 
Kot zadnji vzorec smo analizirali odpadno vodo iz industrije kovin, ki smo jo hranili pri 
sobni temperaturi. Vzorcu smo najprej določili KPK in DOC, ostali fizikalno-kemijski 
parametri pa so bili že podani (Tabela 7).  










Najprej smo določili obseg razgradnje organskih snovi na osnovi KPK in DOC. Poskus 
je potekal 8 dni, v prvih dveh dneh ni bilo zaznati spremembe, nato pa je opažen rahel 
padec KPK in DOC. Pri analizi encimske aktivnosti je na začetku opažen padec aktivnost 
Lac (Graf 11), saj so encimi verjetno začeli delovati z zamikom. Nato pa se je encimska 
aktivnost ponovno začela povečevati in se do konca eksperimenta vrnila na 50 % začetne 
aktivnosti. Dvig encimske aktivnosti je posledično povzročil tudi padec KPK in DOC 
(Graf 10). Šesti dan je razvidna 28 % razgradnja organskih spojin na osnovi DOC in 32 
% razgradnja na osnovi KPK. Pri abiotskem testu, ki kaže, kako se spreminjajo vrednosti 
KPK in DOC v vzorcu brez dodanih encimov, so bile vrednosti konstantne čez celoten 
eksperiment.  
Glede na zgornje ugotovitve smo sklepali, da je KOV biorazgradljiva z ligninolitičnimi 
encimi glive D. squalens. Predvidevamo pa, da bi z uporabo EF z večjo encimsko 
aktivnostjo dobili bolj reprezentativen rezultat.  
 
Parameter KOV 
pH [/] 6,7 ± 0,1 
KPK [mg L-1] 7835 ± 392 
DOC [mg L-1] 2378 ± 48 
TC [mg L-1] 2428 ± 49 
IC [mg L-1] 50 ± 1,0 
Suha snov [mg L-1] 2454 ± 123 
Co2+ [mg L-1] 0,7 
Ni2+ [mg L-1] 0,3 
Fe2+ [mg L-1] 1 
Cu2+ [mg L-1] 0,1 
Al3+ [mg L-1] 0,7 
Nb3+ [mg L-1] 0,1 
B3+ [mg L-1] 24,5 
 





Graf 10: Učinkovitost razgradnja KOV z ligninolitičnimi encimi glive D. squalens na 



































































Da bi preveril učinkovitost ligninolitičnih encimov D. squalens na razbarvanje odpadne 
vode, smo spremljali tudi spremembo absorpcije svetlobe. Na grafu 12, 13 in 14 je 
predstavljena sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za KOV pri 436 nm, 
525 nm, ter 620 nm. V grafih so vrisane tudi mejne vrednosti (MV), katerih vrednosti so 
zapisane v poglavju 3.6.4.  
Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta je razvidna pri vseh treh valovnih 
dolžinah, kar potrjuje razbarvanje odpadne vode. Vendar ta pri vseh 3 valovnih dolžinah 
ne doseže MV, ki so določene v skladu z Uredbo o emisiji snovi in toplote pri odvajanju 
odpadnih voda v vode in javno kanalizacijo.71 Zato voda še vedno ni primerna za izpust 
v okolje. 
 
Graf 12: Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za KOV ter mejna vrednost 




































Mejna vrednost (436 nm) Povprečje vzorcev
 





Graf 13: Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za KOV ter mejna vrednost 
pri 525 nm.  
 
Graf 14: Sprememba spektralnega absorpcijskega koeficienta za KOV ter mejna vrednost 









































































Mejna vrednost (620 nm) Povprečje vzorcev
 





Javnost in institucije so se v preteklih desetletjih vse bolj začele zavedati tveganj, 
povezanih z odvajanjem odpadnih voda, ki predstavljajo resno nevarnost za okolje. Z 
nenehno proizvodnjo velikih količin strupenih, težko biološko razgradljivih in obarvanih 
odpadnih vod se povečuje tudi potreba po njihovem čiščenju. Trenutno uporabljene 
tehnologije čiščenja še vedno predstavljajo velik finančni zalogaj, zato bi biološki pristop 
ponudil številne prednosti.  
V zaključku magistrske naloge so tako podani sklepi, ki temeljijo na rezultatih 
eksperimentalnega dela, opravljenega na podlagi opredeljenih hipotez, ter možne 
izboljšave encimske bioremediacije. Glede na rezultate, pridobljene pri 
eksperimentalnemu delu, smo tako potrdili ali ovrgli naslednji hipotezi: 
1. Encimi glive bele trohnobe Dichomitus squalens učinkovito odstranjujejo 
organsko onesnaženje iz odpadnih voda. 
­ Potencial ligninolitičnih encimov za razbarvanje sintetičnega barvila CSB je 
dober, saj so encimi razbarvali kar do 90 % barvila. Ker pa samo razbarvanje 
ni dovolj, da bi odpadno vodo očistili do stopnje, ki bi bila primerna za izpust 
v okolje, hipoteze ne moremo potrditi. Potrebna je nadaljnja raziskava na 
podlagi strupenostnih testov, ki bi pokazali, ali so po razbarvanju nastali 
okolju nevarni produkti. Potrdimo pa lahko, da ligninolitični encimi glive 
D. squalens zmanjšajo koncentracijo barvila in s tem obarvanost. 
­ Ligninolitični encimi glive D. squalens niso sposobni razgraditi organskih 
snovi v farmacevtski odpadni vodi, saj s časom ni razvidnega padca 
koncentracije organskih snovi na podlagi KPK ali DOC. Neučinkovitost 
potrdi tudi analiza absorpcije, saj sprememba ni razvidna pri nobeni od treh 
valovnih dolžin, kar pomeni, da ligninolitični encimi glive D. squalens niso 
bili učinkoviti pri razbarvanju odpadne vode oziroma je v odpadni vodi 
prisotna snov, ki encime inhibira. Za bolj natančno utemeljitev bi morali v 
nadaljevanju opraviti podrobnejšo analizo vsebine farmacevtske odpadne 
vode. Hipotezo zato ovržemo. 
  
 




­ Ligninolitični encimi glive D. squalens so delno sposobni razgraditi organske 
snovi v odpadni vodi industrije kovin. V osmih dneh so dosegli 26 % 
razgradnjo organskih spojin na osnovi KPK ter 31 % razgradnjo organskih 
spojin na osnovi DOC. Začetna encimska aktivnost je bila zelo majhna 
160 U L - 1, kar je eden od razlogov, da nismo dosegli večje razgradnje. Z 
encimskim filtratom z večjo začetno encimsko aktivnostjo bi najverjetneje 
dobili bolj reprezentativne rezultate. Iz analize absorpcije lahko sklepamo, da 
ligninolitični encimi kažejo dober potencial za razbarvanje odpadne vode, saj 
je sprememba vidna pri vseh treh valovnih dolžinah. V 8-dnevnem poskusu 
odpadna voda ne doseže MV pri nobeni od treh valovnih dolžinah, vendar bi 
morda s podaljšanjem poskusa to lahko dosegli. Rezultati zato hipotezo 
potrdijo. 
2. Učinkovitost encimov glive bele trohnobe Dichomitus squalens je odvisna od 
vrste odpadne vode in fizikalno-kemijskih pogojev procesa. 
­ Učinkovitost encimov za bioremediacijske tehnike pogosto raziskujemo z 
različnimi metodami, ki so nepredvidljive in zato negotove. Medtem ko je 
razbarvanje barv preprosto nadzorovati, je odkrivanje razgradnje drugih 
onesnaženj težje, dolgotrajnejše in odvisno od opreme. V našem primeru je 
razvidno, da je učinkovitost razgradnje močno odvisna od vrste odpadne vode 
in fizikalno-kemijskih pogojev, saj pri farmacevtski odpadni vodi do 
razgradnje ne pride pri odpadni vodi iz industrije kovin pa. Rezultati zato 
hipotezo potrdijo. Če bi onesnaženje lahko identificirali z enostavno 
spremembo, kot je npr. barva, sorazmerno z učinkovitostjo encimov, bi lahko 
to spojino uporabili kot indikator, kar bi nedvomno pospešilo odkrivanje in 
inženiring novih učinkovitih encimov za bioremediacijo.  
  
 




Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da je za učinkovit proces 
mikoremediacije odpadnih voda ključno poznavanje lastnosti odpadne vode, lastnosti 
ligninolitičnih encimov ter optimalnih pogojev za delovanje encimov. Kljub temu so na 
področju uporabe ligninolitičnih encimov še vedno odprta raziskovalna vprašanja, ki so 
vezana na poznavanje samega postopka razgradnje določenega onesnaževala z encimi, 
saj nam to omogoča boljše vodenje procesa mikoremediacije v realnih pogojih. Ker pa je 
uporaba največkrat omejena zaradi previsokih stroškov, si v nadaljevanju razvoja veliko 
pozornosti zasluži tudi sistem za imobilizacijo encimov, ki bi preprečil njihovo izpiranje 
z obdelanimi odpadnimi vodami. S tem bi pridobiti stabilne encime z dolgo življenjsko 
dobo. V zadnjih letih je opazen velik napredek v razvoju encimske bioremediacije, zato 
menim, da bodo Lac kmalu konkurirale drugim procesom čiščenja in s tem omogočile 
zmanjšanje stroškov pri doseganju okoljskih ciljev.
 




6 LITERATURA  
1.  Queijeiro López, AM; Lys dos Santos Silva, A; Lourenço dos Santos, EC: The 
fungal ability for biobleacing/bioulping/bioremediation of lignin-like compounds 
of agro-industrial raw material. Quim. Nova, 2017, 40, 916–931. 
2.  Rodríguez-Couto, S: Industrial and environmental applications of white-rot fungi. 
Mycosphere, 2017, 8, 456–466. 
3.  Chander, M; Arora, DS; Bath, HK: Biodecolourisation of some industrial dyes by 
white-rot fungi. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 2004, 31, 94–97. 
4.  Rodriguez-Couto, S: Treatment of textile wastewater by white-rot fungi: Still a far 
away reality? Text. Light Ind. Sci. Technol., 2013, 2. 
5.  Mason, KA; Losos, JB; Singer, SR: Fungi. In: Biology. 11th ed. New York: 
McGraw-Hill Education; 2017:619–638. 
6.  Adamič, J: Glive. In: Biotehnologija. Rapsor P. Ljubljana: BIA d.o.o.; 1992. 
7.  Gunde Cimerman, N: Nitaste glive. In: Biotehnologija-osnovna znanja. Rapsor P. 
Ljubljana: BIA d.o.o.; 1996. 
8.  Carris, LM; Little, CR; Stiles, CM: Introduction to fungi. 2012, 1–18. 
9.  Dighton, J; White, JF; Oudemans, P: The Fungal Community. 3rd ed. Boca Raton, 
FL: CRC Press; 2005. 
10.  Sotenšek, U: Glive in mikoremediacija. Diplomsko delo, Velenje: Visoka šola za 
varstvo okolja. 2017. 
11.  Glive. https://sl.wikipedia.org/wiki/Glive, 5.2.2020. 
12.  Babič, J: Vpliv naravnih indikatorjev na produkcijo ligninolitičnih encimov glive 
Dichomitus squalens v laboratorijskih bioreaktorjih. Doktorska disertacija, 
Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo. 
2013. 
13.  D. squalens. http://www.mycobank.org/name/Dichomitussqualens&Lang=Eng, 
5.2.2020. 
14.  Hibbett, DS; Binder, M; Bischoff, JF; Blackwell, M; Cannon, PF; Eriksson, OE; 
Huhndorf, S; James, T; Zhang, N; et al.: A higher-level phylogenetic classification 
of the Fungi. Mycol. Res., 2007, 111, 509–547. 








16.  Mustar, K: Uporaba makrocipina iz gobe orjaški dežnik na trdnem nosilcu za 
izolacijo cisteinskih proteaz z afinitetno kromatografijo. Diplomsko delo, 
Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Biotehnična fakulteta. 2009. 
17.  Razvojni krog prostotrosnic. 
http://www.gobe.si/Mikologija/RazmnozevanjeProstotrosnic, 15.2.2020. 
18.  Polyporales. https://en.wikipedia.org/wiki/Polyporales, 15.2.2020. 
19.  Liese, W: Ultrastructural aspects of woody tissue disintegration. Annu. Rev. 
Phytopathol., 1970, 8, 231–258. 
20.  Kirk, T; Cullen, D: Enzymology and molecular genetics of wood degradation by 
white-rot fungi. In: Environmentally friendly technologies for the pulp and paper 
industry. New York; 1998:273–307. 
21.  Thurston, CF: The structure and function of fungal laccases. Microbiology, 1994, 
140, 19–26. 
22.  Wong, DWS: Structure and action mechanism of ligninolytic enzymes. Appl. 
Biochem. Biotechnol., 2009, 157, 174–209. 
23.  Pointing, SB: Feasibility of bioremediation by white-rot fungi. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 2001, 57, 20–33. 
24.  Perie, FH; Gold, MH: Manganese regulation of manganese peroxidase expression 
and lignin degradation by the white rot fungus Dichomitus squalens. Appl. 
Environ. Microbiol., 1991, 57, 2240–2245. 
25.  Hatakka, A: Lignin-modifying enzymes from selected white-rot fungi: production 
and role from in lignin degradation. FEMS Microbiol. Rev., 1994, 13, 125–135. 
26.  Rytioja, J; Hildén, K; Di Falco, M; Zhou, M; Aguilar-Pontes, M V.; Sietiö, OM; 
Tsangb, A; Vriesa, RP de; Mäkeläa, MR: The molecular response of the white-rot 
fungus Dichomitus squalens to wood and non-woody biomass as examined by 
transcriptome and exoproteome analyses. Environ. Microbiol., 2017, 19, 1237–
1250. 
27.  Daly, P; López, SC; Peng, M; Lancefield, CS; Purvine, SO; Kim, YM; Zink, EM; 
Dohnalkova, A; Singan, VR; Lipzen, A; Dilworth, D; Wang, M; Ng, V; Robinson, 
E; Orr, G; Baker, SE; Bruijnincx, PCA; Hildén, KS; Grigoriev, I V.; Mäkelä, MR; 
de Vries, RP: Dichomitus squalens partially tailors its molecular responses to the 
composition of solid wood. Environ. Microbiol., 2018, 20, 4141–4156. 
28.  Fackler, K; Gradinger, C; Hinterstoisser, B; Messner, K; Schwanninger, M: Lignin 
degradation by white rot fungi on spruce wood shavings during short-time solid-
state fermentations monitored by near infrared spectroscopy. Enzyme Microb. 
Technol., 2006, 39, 1476–1483. 
29.  Eichlerová, I; Homolka, L; Nerud, F: Synthetic dye decolorization capacity of 
white rot fungus Dichomitus squalens. Bioresour. Technol., 2006, 97, 2153–2159. 
 




30.  Viswanath, B; Rajesh, B; Janardhan, A; Kumar, AP; Narasimha, G: Fungal 
laccases and their applications in bioremediation. Enzyme Res., 2014, 1–21. 
31.  Yaropolov, AI; Skoeobogatko, O V.; Vartanov, SS; Varfolomeyev, S.: Laccase. 
Appl. Biochem. Biotechnol., 1994, 49, 257–280. 
32.  Morozova, O V.; Shumakovich, GP; Gorbacheva, MA; Shleev, S V.; Yaropolov, 
AI: “Blue” laccases. Biochemistry, 2007, 72, 1136–1150. 
33.  Majeau, JA; Brar, SK; Tyagi, RD: Laccases for removal of recalcitrant and 
emerging pollutants. Bioresour. Technol., 2010, 101, 2331–2350. 
34.  Podgornik, H: Razgradnja nekaterih barvil z ekstracelularnimi encmi glive 
Phanerochaete chrysosporium. Doktorska disertacija, Ljubljana: Univerza v 
Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo. 2000. 
35.  Baldrian, P: Fungal laccases-occurrence and properties. FEMS Microbiol. Rev., 
2006, 30, 215–242. 
36.  Giardina, P; Faraco, V; Pezzella, C; Piscitelli, A; Vanhulle, S; Sannia, G: Laccases: 
A never-ending story. Cell. Mol. Life Sci., 2010, 67, 369–385. 
37.  Riva, S: Laccases: blue enzymes for green chemistry. Trends Biotechnol., 2006, 
24, 219–226. 
38.  Glenn, JK; Gold, MH: Purification and characterization of an extracellular Mn(II)-
dependent peroxidase from the lignin-degrading basidiomycete, Phanerochaete 
chrysosporium. Arch. Biochem. Biophys., 1985, 242, 329–341. 
39.  Tien, M; Kent Kirk, T: Lignin-degrading enzyme from the hymenomycete 
Phanerochaete chrysasporium burds. Science (80-. )., 1983, 221, 661–663. 
40.  Bhatnagar, S; Kumari, R: Bioremediation: A sustainable tool for environmental 
management. Annu. Rev. Res. Biol., 2013, 3, 974–993. 
41.  Vidali, M: Bioremediation - An overview. Pure Appl. Chem., 2001, 73, 1163–
1172. 
42.  Azubuike, CC; Chikere, CB; Okpokwasili, GC: Bioremediation techniques–
classification based on site of application: principles, advantages, limitations and 
prospects. World J. Microbiol. Biotechnol., 2016, 32, 1–18. 
43.  Rayu, S; Karpouzas, DG; Singh, BK: Emerging technologies in bioremediation: 
Constraints and opportunities. Biodegradation, 2012, 23, 917–926. 
44.  Concetta Tomei, M; Daugulis, AJ: Ex situ bioremediation of contaminated soils: 
An overview of conventional and innovative technologies. Crit. Rev. Environ. Sci. 
Technol., 2013, 43, 2107–2139. 
45.  Eibes, G; Arca-Ramos, A; Feijoo, G; Lema, JM; Moreira, MT: Enzymatic 
technologies for remediation of hydrophobic organic pollutants in soil. Appl. 
Microbiol. Biotechnol., 2015, 99, 8815–8829. 
 




46.  Torres, E; Bustos-Jaimes, I; Le Borgne, S: Potential use of oxidative enzymes for 
the detoxification of organic pollutants. Appl. Catal. B Environ., 2003, 46, 1–15. 
47.  Rao, MA; Scelza, R; Scotti, R; Gianfreda, L: Role of enzymes in the remediation 
of polluted environments. J. Soil Sci. Plant Nutr., 2010, 10, 333–353. 
48.  Gianfreda, L; Rao, MA: Potential of extra cellular enzymes in remediation of 
polluted soils: A review. Enzyme Microb. Technol., 2004, 35, 339–354. 
49.  Umek, M: Razvoj in validacija analizne metode B po standardu SIST EN ISO 
7887:2012 za določanje barve vode. Diplomsko delo, Maribor: Univerza v 
Mariboru, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo. 2016. 
50.  Eichlerová, I; Homolka, L; Nerud, F: Decolorization of high concentrations of 
synthetic dyes by the white rot fungus Bjerkandera adusta strain CCBAS 232. Dye. 
Pigment., 2007, 75, 38–44. 
51.  Mahmood, S; Khalid, A; Arshad, M; Mahmood, T; Crowley, DE: Detoxification 
of azo dyes by bacterial oxidoreductase enzymes. Crit. Rev. Biotechnol., 2016, 36, 
639–651. 
52.  Wesenberg, D; Kyriakides, I; Agathos, SN: White-rot fungi and their enzymes for 
the treatment of industrial dye effluents. Biotechnol. Adv., 2003, 22, 161–187. 
53.  Babič, J; Pavko, A: Production of ligninolytic enzymes by Ceriporiopsis 
subvermispora for decolourization of synthetic dyes. Acta Chim. Slov., 2007, 54, 
730–734. 
54.  Levin, L; Papinutti, L; Forchiassin, F: Evaluation of Argentinean white rot fungi 
for their ability to produce lignin-modifying enzymes and decolorize industrial 
dyes. Bioresour. Technol., 2004, 94, 169–176. 
55.  Svobodová, K; Majcherczyk, A; Novotný, Č; Kües, U: Implication of mycelium-
associated laccase from Irpex lacteus in the decolorization of synthetic dyes. 
Bioresour. Technol., 2008, 99, 463–471. 
56.  Pavko, A; Novotný, Č: Induction of ligninolytic enzyme production by Dichomitus 
squalens on various types of immobilization support. Acta Chim. Slov., 2008, 55, 
648–652. 
57.  Novotný, Č; Cajthaml, T; Svobodová, K; Šušla, M; Šašek, V: Irpex lacteus, a 
white-rot fungus with biotechnological potential - Review. Folia Microbiol. 
(Praha)., 2009, 54, 375–390. 
58.  Podgornik, H; Poljanšek, I; Perdih, A: Transformation of Indigo carmine by 
Phanerochaete chrysosporium ligninolytic enzymes. Enzyme Microb. Technol., 
2001, 29, 166–172. 
59.  Pazarlioglu, NK; Urek, RO; Ergun, F: Biodecolourization of Direct Blue 15 by 
immobilized Phanerochaete chrysosporium. Process Biochem., 2005, 40, 1923–
1929. 
 




60.  Shrivastava, R; Christian, V; Vyas, BRM: Enzymatic decolorization of 
sulfonphthalein dyes. Enzyme Microb. Technol., 2005, 36, 333–337. 
61.  Tychanowicz, GK; Zilly, A; De Souza, CGM; Peralta, RM: Decolourisation of 
industrial dyes by solid-state cultures of Pleurotus pulmonarius. Process Biochem., 
2004, 39, 855–859. 
62.  Schliephake, K; Mainwaring, DE; Lonergan, GT; Jones, IK; Baker, WL: 
Transformation and degradation of the disazo dye Chicago Sky Blue by a purified 
laccase from Pycnoporus cinnabarinus. Enzyme Microb. Technol., 2000, 27, 100–
107. 
63.  Zollinger, H: Color chemistry: Syntheses, properties, and applications of organic 
dyes and pigments. Weinheim: VCH; 1991. 
64.  Dias, AA; Bezerra, RM; Lemos, PM; Pereira, AN: In vivo and laccase-catalysed 
decolourization of xenobiotic azo dyes by a basidiomycetous fungus: 
Characterization of its ligninolytic system. World J. Microbiol. Biotechnol., 2003, 
19, 969–975. 
65.  Tauber, MM; Gübitz, GM; Rehorek, A: Degradation of azo dyes by oxidative 
processes - Laccase and ultrasound treatment. Bioresour. Technol., 2008, 99, 
4213–4220. 
66.  Legerská, B; Chmelová, D; Ondrejovič, M: Degradation of synthetic dyes by 
laccases - A mini-review. Nov. Biotechnol. Chim., 2016, 15, 90–106. 
67.  Chicago Sky Blue 6B. 
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c8679?lang=en&region=
SI, 25.3.2020. 
68.  Kües, U: Fungal enzymes for environmental management. Curr. Opin. 
Biotechnol., 2015, 33, 268–278. 
69.  Juwarkar, AA; Singh, SK; Mudhoo, A: A comprehensive overview of elements in 
bioremediation. Rev. Environ. Sci. Biotechnol., 2010, 9, 215–288. 
70.  Roš, M: Biološko čiščenje odpadne vode. Ljubljana: GV založba. 2001. 
71.  Uradni list RS št. 64/2012. Uredba o emisiji snovi in toplote pri odvajanju 
odpadnih voda v vode in javno kanalizacijo. www.uradni-list.si,, 6392. 
72.  Izkoriščanje voda v industriji, Slovenija, 2018. 
https://www.stat.si/StatWeb/News/Index/8383, 25.3.2020. 
73.  Žgajnar Gotvajn, A; Kalčíková, G; Zagorc-Končan, J: Procesi v tehnologijah 
varstva okolja: praktikum. Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in 
kemijsko tehnologijo. 2017. 
  
 




74.  Žgajnar Gotvajn, A; Zagorc-Končan, J: Osnove okoljskega inženirstva: praktikum. 
Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo. 
2013. 
75.  Ba, S; Arsenault, A; Hassani, T; Jones, JP; Cabana, H: Laccase immobilization and 
insolubilization: From fundamentals to applications for the elimination of 
emerging contaminants in wastewater treatment. Crit. Rev. Biotechnol., 2013, 33, 
404–418. 
76.  Gasser, CA; Ammann, EM; Shahgaldian, P; Corvini, PFX: Laccases to take on the 
challenge of emerging organic contaminants in wastewater. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 2014, 98, 9931–9952. 
77.  Osma, JF; Toca-Herrera, JL; Rodríguez-Couto, S: Cost analysis in laccase 
production. J. Environ. Manage., 2011, 92, 2907–2912. 
78.  Wu, M: Dosed Without Prescription : Preventing Pharmaceutical Contamination 
of Our Nation’s Drinking Water. Nat. Resour. Def. Counc., 2010. 
79.  EEA (2010) Pharmaceuticals in the environment. Technical report No 1/2010. 
https://www.eea.europa.eu/publications/pharmaceuticals-in-the-environment-
result-of-an-eea-workshop, 10.4.2020. 
80.  Gadipelly, C; Pérez-González, A; Yadav, GD; Ortiz, I; Ibáñez, R; Rathod, VK; 
Marathe, K V.: Pharmaceutical industry wastewater: Review of the technologies 
for water treatment and reuse. Ind. Eng. Chem. Res., 2014, 53, 11571–11592. 
81.  Mudgal, S; De Toni, A; Lockwood, S; Salès, K; Backhaus, T; Halling Sorensen, 
B: Study on the environmental risks of medicinal products.; 2013. 
82.  Asif, MB; Hai, FI; Singh, L; Price, WE; Nghiem, LD: Degradation of 
pharmaceuticals and personal care products by white-rot fungi—a critical review. 
Curr. Pollut. Reports, 2017, 3, 88–103. 
83.  Gao, D; Du, L; Yang, J; Wu, WM; Liang, H: A critical review of the application 
of white rot fungus to environmental pollution control. Crit. Rev. Biotechnol., 
2010, 30, 70–77. 
84.  Tortella, G; Durán, N; Rubilar, O; Parada, M; Diez, MC: Are white-rot fungi a real 
biotechnological option for the improvement of environmental health? Crit. Rev. 
Biotechnol., 2015, 35, 165–172. 
85.  Yang, S; Hai, FI; Nghiem, LD; Price, WE; Roddick, F; Moreira, MT; Magram, SF: 
Understanding the factors controlling the removal of trace organic contaminants 
by white-rot fungi and their lignin modifying enzymes: A critical review. 
Bioresour. Technol., 2013, 141, 97–108. 
86.  Tran, NH; Urase, T; Kusakabe, O: Biodegradation characteristics of 
pharmaceutical substances by whole fungal culturetrametes versicolor and its 
laccase. J. Water Environ. Technol., 2010, 8, 125–140. 
 




87.  Baldrian, P: Interactions of heavy metals with white-rot fungi. Enzyme Microb. 
Technol., 2003, 32, 78–91. 
88.  Tavčar, M; Svobodová, K; Kuplenk, J; Novotný, Č; Pavko, A: Biodegradation of 
azo dye RO16 in different reactors by immobilized Irpex lacteus. Acta Chim. Slov., 
2006, 53, 338–343. 
89.  Kalčíková, G; Žgajnar Gotvajn, A: Bioremediacijske tehnologije: Navodila za 
praktikum. Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko 
tehnologijo. 2018. 
90.  ISO 6060:1989. Water quality — Determination of the chemical oxygen demand. 
Geneva: International Organization for Standardization. 1989. 
91.  ISO 8245:1999 Water quality — Guidelines for the determination of total organic 
carbon (TOC) and dissolved organic carbon (DOC). Geneva: International 
Organization for Standardization. 1999. 
92.  SIST EN ISO 7887:2012 Water quality - Examination and determination of colour 
(ISO 7887:2011). 2012. 
93.  Martínez, M; Osorio, A: Validation of a method for real color analysis in water. 
Fac. ciencias, 2018, 7, 143–155. 
94.  Kalčikova, G; Babic, J; Pavko, A; Žgajnar Gotvajn, A: Fungal and enzymatic 
treatment of mature municipal landfill leachate. Waste Manag., 2014. 
95.  Eichlerová, I; Homolka, L; Lisá, L; Nerud, F: Orange G and Remazol Brilliant 
Blue R decolorization by white rot fungi Dichomitus squalens, Ischnoderma 
resinosum and Pleurotus calyptratus. Chemosphere, 2005, 60, 398–404. 
96.  Chander, M; Arora, DS: Evaluation of some white-rot fungi for their potential to 
decolourise industrial dyes. Dye. Pigment., 2007, 72, 192–198. 
97.  Šušla, M; Novotný, Č; Svobodová, K: The implication of Dichomitus squalens 
laccase isoenzymes in dye decolorization by immobilized fungal cultures. 
Bioresour. Technol., 2007, 98, 2109–2115. 
98.  Junghanns, C; Krauss, G; Schlosser, D: Potential of aquatic fungi derived from 
diverse freshwater environments to decolourise synthetic azo and anthraquinone 
dyes. Bioresour. Technol., 2008, 99, 1225–1235. 
99.  Chivukula, M; Renganathan, V: Phenolic azo dye oxidation by laccase from 
Pyricularia oryzae. Appl. Environ. Microbiol., 1995, 61, 4374–4377. 
 
